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A.METALES:TOXICIDADYMECANISMOSDERESISTENCIA
A.1Conceptodemetalpesado
 Durante las últimas décadas, el término metal pesado ha sido empleado en la literatu-
ra científica con una amplia variedad de definiciones contradictorias, basadas en la densidad, 
masa atómica, número atómico u otras propiedades de los diferentes elementos metálicos y 
sus derivados (Hodson 2004). El término como tal no ha sido definido aún por ninguna auto-
ridad como la IUPAC, y actualmente es objeto de controversia (Duffus 2002). Algunos autores 
defienden su uso, a pesar de su imprecisión, por falta de alternativas. Otros, en cambio, abogan 
por la necesidad de una nueva clasificación en base a las propiedades físico-químicas de cada 
elemento, y que permita interpretar las bases bioquímicas de su toxicidad (Duffus 2002). 
 Generalmente en ecotoxicología, este término se emplea para designar a aquellos me-
tales y metaloides tóxicos o potencialmente tóxicos para los seres vivos. Sin embargo, esta 
definición de metal pesado tampoco sería correcta, puesto que todos los metales son poten-
cialmente tóxicos para los sistemas vivos dependiendo de su concentración o del organismo 
en cuestión. No obstante, dado que la actual controversia no ha sido resuelta aún, y el término 
metal pesado está ampliamente extendido en la literatura científica actual, general y medio-
ambiental, en este trabajo seguiremos empleando el término metal pesado. 
A.2Aspectosfundamentalessobremetales
 Los metales y sus derivados presentan características únicas que deben ser conside-
radas a la hora de evaluar el riesgo que éstos representan para la salud humana y el medio 
ambiente.
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- Los metales son componentes naturales cuya concentración varía en diferentes re-
giones geográficas (Fairbrother et al. 2007). 
- Los metales se encuentran de forma natural como mezclas de metales, y de esta for-
ma son introducidos también en el medio ambiente a través de vertidos, etc., como conse-
cuencia de las actividades humanas (ATSDR 2004; Fairbrother et al. 2007). Así, el efecto de cada 
metal puede variar a consecuencia de la presencia de otros. Algunos de los metales presentes 
pueden interaccionar entre sí de forma aditiva, cuando la toxicidad de la mezcla es igual a la 
suma de la toxicidad de cada metal por separado. Otros en cambio, pueden actuar de forma 
antagonista o sinérgica, cuando la toxicidad de la mezcla de metales es inferior o superior a la 
suma de la toxicidad de cada metal por separado respectivamente (Preston et al. 2000).
- Los metales son contaminantes persistentes, y al contrario que los compuestos or-
gánicos, los metales no pueden ser sintetizados ni destruidos mediante procesos biológicos y 
químicos. En cambio, los metales pueden ser transformados de un estado de valencia a otro. 
Los diferentes estados de valencia (especies) del mismo metal influyen sobre su bioaccesibi-
lidad y biodisponibilidad, y tienen distintos efectos sobre los sistemas vivos (Fairbrother et al. 
2007).
Según Semple et al. (2004), un compuesto es biodisponible cuando se encuentra en 
forma libre y puede pasar a través de la membrana citoplasmática, desde el exterior al interior 
de la célula. Por otro lado la bioaccesibilidad se refiere a la cantidad del metal que es o puede 
ser disponible dentro de un período de tiempo y condiciones determinadas (Semple et al. 
2004). La biodisponibilidad de los metales y por tanto su toxicidad, varían ampliamente de 
acuerdo con las condiciones físico-químicas del medio (pH, potencial redox, concentración de 
oxígeno, capacidad de intercambio catiónico, salinidad, concentración de materia orgánica, 
concentración de arcillas, presencia de otros metales, etc.) (Calace et al. 2006). De todos ellos, el 
pH es el factor medioambiental más importante que afecta al comportamiento de los metales 
(Fairbrother et al. 2007), así a pH ácido incrementan su solubilidad y, por lo tanto, biodispo-
nibilidad. Sin embargo, la biodisponibilidad de los metales no depende exclusivamente de 
factores físico-químicos, sino también de los biológicos. Por un lado, la actividad metabólica 
de los organismos influye en las condiciones físico-químicas del medio. Y además, los seres 
vivos pueden afectar a la movilidad y biodisponibilidad del metal mediante procesos como 
la bioprecipitación, biosorción, quelación y bioacumulación de metales, etc (Bondarenko et al. 
2008). 
 - Algunos metales (como Cu, Zn, Mg, Mn, Fe, Co, Na y K) desempeñan funciones im-
prescindibles para los seres vivos, contribuyen a la estabilización de estructuras y moléculas 
biológicas, o funcionan como cofactores en multitud de reacciones enzimáticas. Por ello son 
esenciales para el metabolismo y crecimiento celular, aunque se requieran en concentraciones 
muy bajas. En cambio, otros (como Cd, Hg, Ag, Pb y Pt) no tienen funciones biológicas conoci-
das, son considerados como no esenciales, y son muy tóxicos incluso a concentraciones muy 
bajas.
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A.3Mecanismosdetoxicidaddemetales
Todos los metales son tóxicos en mayor o menor medida para los seres vivos. Los no 
esenciales tienen un efecto perjudicial incluso a concentraciones muy bajas. Se ha demostra-
do que pueden causar la muerte de las células y tejidos por necrosis, y muchos de ellos por un 
mecanismo de apoptosis (Kang 997).
 Los iones metálicos pueden entrar en la célula mediante dos formas distintas: median-
te un mecanismo no específico, debido a un gradiente quimiosmótico a través de la membra-
na citoplasmática; o mediante un mecanismo altamente específico dependiente de energía 
(Nies 999). Una vez dentro de la célula, los cationes metálicos, especialmente aquellos con un 
gran número atómico (Cd2+, Hg2+ y Ag2+), tienden a unirse y bloquear los grupos funcionales 
–SH de proteínas, inhibiendo su actividad. Otros metales pueden desplazar elementos esen-
ciales, causar alteraciones conformacionales en la estructura de ácidos nucleicos y proteínas 
perdiendo su actividad. Además, el exceso de metales en el citosol puede producir directa o 
indirectamente (dependiendo del metal) estrés oxidativo, estimulando la formación de espe-
cies reactivas de oxígeno y radicales libres (Hall 2002; Rico et al. 2009). También se han descrito 
efectos genotóxicos de los metales pesados, consecuencia de la modificación de proteínas 
que intervienen en la reparación del ADN, o provocando un daño oxidativo en las bases (origi-
nando alteraciones como la 8-OH-dG) que provocan mutaciones (Bertin y Averbeck 2006). En 
la Figura  se resumen algunas de las rutas de toxicidad que presentan los metales pesados.
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Figura1.Rutas de toxicidad de metales. HSPs: proteínas de choque térmico. MTs: metalotioneínas. Flecha roja: 
aumento. Flecha verde: disminución. Modificado a partir de Bertin y Averbeck et al. (2006).
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A.4Mecanismosdedetoxificacióndemetales
Todos los metales, especialmente los no esenciales, tienen efectos tóxicos sobre los 
seres vivos. Por esta razón la célula presenta una serie de mecanismos de resistencia frente a 
estos contaminantes ambientales (Gadd 2000), que aparecen resumidos en la Figura 2, y se 
comentan a continuación:
- Bloqueo del transporte intracelular. Este mecanismo de resistencia es típicamente 
bacteriano, y se expresa ante la presencia de metales no esenciales que utilizan 
los sistemas de transporte activo de metales esenciales. Por ejemplo, el Cd2+ y el 
As4+ entran en la célula a través de los sistemas de transporte de Mn2+ y fosfato. 
La célula bloquea estos sistemas de entrada, y capta el metal esencial por una vía 
alternativa (Bruins et al. 2000). 
- Bombeo extracelular del ión metálico. Consiste en expulsar, mediante sistemas de 
transporte dependientes de energía, los cationes metálicos que se acumulan en 
el citoplasma. Se han descrito dos sistemas de transporte para expulsar metales: 
ATPasa de membrana tipo P y el antiporte quimosmótico catión/H+ (Rensing et 
al. 999). Ejemplo: la ATPasa cadA, que proporciona resistencia a Cd2+ en Bacillus, 
Pseudomonas y Staphylococcus (Silver y Phung 2005). 
- Modificación química del ión metálico (Transformación). Mediante procesos me-
tabólicos celulares el ión metálico es transformado a una forma menos tóxica. Las 
modificaciones más comunes son la reducción o la metilación. Ejemplo: el sistema 
mer (resistencia a Hg2+) de Pseudomonas aeruginosa (Silver y Phung 2005).
- Bioacumulación. Consiste en la inmovilización citoplasmática de los cationes me-
tálicos uniéndolos a una molécula ligando y, en algunos organismos, la posterior 
compartimentalización del complejo molécula ligando-metal. Finalmente el com-
plejo metal-ligando es eliminado de la célula como complejo no tóxico. En los seres 
vivos existen tres tipos principales de moléculas queladoras de metales pesados 
implicadas en bioacumulación: las metalotioneínas (MTs), las fitoquelatinas (FQs), 
y el tripéptido glutation (GSH). Algunos ácidos orgánicos son potenciales quelado-
res de metales (Rauser 999), aunque aún no se ha demostrado su implicación en 
este proceso (Hall 2002). 
- Bioprecipitación. Es un mecanismo propio de hongos y bacterias, que son capaces 
de excretar al medio una serie de productos metabólicos (compuestos reducidos 
de azufre o ácidos orgánicos) que inmovilizan los cationes metálicos tóxicos de 
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manera inespecífica (Gadd 2000). 
- Bioadsorción. Consiste en la captación inespecífica y pasiva de los iones metálicos 
por polímeros o estructuras de la superficie celular (paredes, cápsulas). Se da tanto 
en células viables como no viables, ya que es independiente del transporte y meta-
bolismo celular (Lovley 2000). Este mecanismo aparece en algas (Crist et al. 98) y 
bacterias (Mann 990), y a pesar de ser inespecífico presenta cierta afinidad sobre 
algunos cationes metálicos. Las paredes bacterianas presentan carga negativa a 
pH ácido o neutro, capturando así los cationes metálicos. 
A.5Mecanismosdedetoxificacióndemetalesenciliados
Poco se conoce aún sobre de los mecanismos de detoxificación de metales en ciliados, 
siendo la bioacumulación el mejor estudiado en estos microorganismos (Piccinni y Albergoni 
996; Díaz et al. 2006), aunque no se descarta la existencia de otros. De los seis mecanismos de 
resistencia a metales que se conocen (apartado A.4), al menos tres podrían estar presentes en 
ciliados: bioacumulación, bombeo extracelular del ión metálico y bioadsorción. 
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Figura2. Mecanismos de detoxificación de metales pesados presentes en microorganismos procariotas y eucario-
tas. M: Metal pesado, M*: Metal reducido o metilado, MT: Metalotioneína, MT-M: Complejo metalotioneína-metal, FT: 
Factor de Transcripción. Entre paréntesis se indican los grupos de microorganismos que presentan alguno de estos 
mecanismos. Basado en Gutiérrez et al. (2008).
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Tras la secuenciación completa del genoma macronuclear de T. thermophila y P. tetrau-
relia se han encontrado numerosas familias de genes que codifican para hipotéticos trans-
portadores de membrana (Eisen et al. 2006; Arnaiz et al. 2007). El genoma macronuclear de T. 
thermophila presenta 485 genes putativos codificantes para transportadores de membrana de 
cationes inorgánicos (Eisen et al. 2006), de los cuales 9 son ATPasas de tipo P. Sabemos que 
algunos de estos genes se expresan, ya que representan entre el 4-8 % de las ESTs identifica-
das en genotecas de expresión de cultivos del ciliado T. thermophila expuestos a As5+, Cd2+ o 
Pb2+ durante  ó 3 h (Campos et al., no publicado). Por tanto, cabe pensar que algunas de estas 
ATPasas de membrana, cuya expresión se induce ante estrés por metales, puedan expulsar 
iones metálicos al exterior celular como mecanismo de defensa. 
La bioadsorción de metales ha sido descrita únicamente en quistes maduros del cilia-
do colpódido Colpoda inflata para el Cd2+, evaluando el efecto de detoxificación debido a la 
bioadsorción del metal por las glicoproteínas y/o carbohidratos de la pared quística, y usando 
T. thermophila como ciliado bioindicador de la toxicidad de la muestra (Gutiérrez et al. 2008). 
A.5.1Bioacumulaciónenciliados
En diversas especies de ciliados se ha descrito la presencia de inclusiones metálicas en 
el citoplasma, o en el interior de vacuolas en células expuestas a distintos metales pesados (Nil-
sson 978; Martín-González et al. 2006). Estas inclusiones se observan como gránulos electro-
densos mediante microscopía electrónica de transmisión (Dunlop y Chapman 98; Iftode et 
al. 985; Nilsson 996; Martín-González et al. 2006), independientemente del metal empleado: 
Cd (Krawczynska et al. 989; Coppellotti 994; Martín-González et al. 2005), Au (Nilsson 997),  
Bi (Nilsson 996) o Pb (Nilsson 978). También se han observado estas inclusiones en algunas 
especies de microalgas tras una exposición a Cd (Nassiri et al. 997a; 997b). Es probable que 
estas acumulaciones representen complejos formados por los cationes metálicos y metalotio-
neínas, de modo que los metales pesados no se encuentren en forma biodisponible y por lo 
tanto no sean tóxicos para la célula. Tales acumulaciones metálicas también han sido detecta-
das en diversos ciliados mediante microscopía de fluorescencia (Díaz et al. 2006). 
La mayor o menor capacidad de acumular metal en protozoos ciliados es específica 
de cada cepa, y varía según el tipo de metal, siendo el Zn el metal más frecuentemente acu-
mulado, seguido del Cd y por último el Cu (Gutiérrez et al. 2008). Según los trabajos publica-
dos, la bioacumulación de Cu no parece muy frecuente en ciliados, excepto en algunas cepas 
(Martín-González et al. 2006). Aunque se ha demostrado la existencia de Cu-MTs en distintas 
especies del género Tetrahymena (Boldrin et al. 2008), los niveles intracelulares de Cu en cilia-
dos podrían estar controlados principalmente por ATPasas de membrana, como sucede en 
procariotas y eucariotas superiores (Mercer y Llanos 2003; Nies 2003). Esto podría explicar los 
bajos niveles de bioacumulación de Cu descritos en ciliados (Gutiérrez et al. 2008). 
En general, la bioacumulación de Cd en ciliados disminuye en presencia de Zn y vice-
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versa (Díaz et al. 2006; Martín-González et al. 2006), al igual que sucede en otros organismos 
(Rainbow et al. 2000; Wicklund Glynn 200). Esta competencia entre Cd y Zn ha sido descrita en 
varias especies de ciliados (Nilsson 989; Coppellotti 994; Díaz et al. 2006). 
 Las principales moléculas queladoras responsables de la bioacumulación de metales, 
tienen naturaleza peptídica y pueden ser péptidos sintetizados enzimáticamente (GSH y fi-
toquelatinas), o proteínas codificadas genéticamente: metalotioneínas (MTs). Todas ellas pre-
sentan residuos de Cys con grupos –SH libres a los que se unen los metales pesados. Entre los 
ciliados, hasta ahora sólo se han descrito metalotioneínas en distintas especies del género 
Tetrahymena (Piccinni et al. 994; Fu y Miao 2006; Díaz et al. 2007; Shuja y Shakoori 2007; Guo et 
al. 2008), aunque el año pasado se describió un posible gen de MT en Paramecium sp. (Shuja y 
Shakoori 2008). En la actualidad no se conoce la existencia de fitoquelatinas en ciliados.
B.MOLÉCULASQUELADORASDEMETALESPESADOS
B.1Metalotioneínas
B.1.1Conceptoyfuncionesbiológicas
Las metalotioneínas constituyen una superfamilia de proteínas de baja masa molecu-
lar (< 7-0 kDa), generalmente sin histidina ni aminoácidos aromáticos en su secuencia. Son 
muy ricas en residuos de cisteína (Cys) (23-33 % de la molécula), aminoácido que le confiere 
la capacidad de inmovilizar iones metálicos, principalmente Cd, Zn o Cu (Coyle et al. 2002). Los 
residuos de Cys se distribuyen en diferentes motivos: Cys-X-Cys, Cys-XX-Cys y Cys-Cys (donde 
X es un aminoácido distinto a Cys) (Kägi 99). 
Fueron descubiertas en el año 957 por Margoshes y Vallee, quienes identificaron en 
el córtex de hígado de caballo una proteína responsable de la acumulación de cadmio (Mar-
goshes y Vallee 957). Después se demostró que las metalotioneínas además de cadmio, son 
capaces de unir zinc y cobre (Kägi y Valee 960; Pulido et al. 966). En la actualidad se ha com-
probado que estas proteínas son capaces de unir hasta 7 cationes metálicos distintos, tanto 
monovalentes como divalentes, aunque según distintos autores, in vivo sólo se pueden unir a 
Zn2+, Cd2+, Pb2+, Hg2+, Bi2+, Cu+ y Ag+ (Kägi y Kojima 987; Coyle et al. 2002). La afinidad con los 
distintos metales varía según el metal y los tipos de metalotioneínas. La capacidad de quela-
ción también varía, y depende de la estructura de la metalotioneína (Coyle et al. 2002).
Desde que en 957 se purificase la primera metalotioneína de caballo hasta la actua-
lidad, se han descrito más de 200 MTs en diversos organismos. Se han encontrado metalotio-
neínas en vertebrados (incluidos humanos) e invertebrados (atrópodos, moluscos, equinoder-
mos, nemátodos y anélidos), microorganismos eucariotas (hongos y levaduras, microalgas y 
protozoos), microorganismos procariotas (cianobacterias y proteobacterias) y en plantas (Ro-
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binson et al. 993; Robinson et al. 200) (Tabla ). A pesar de que las metalotioneínas fueron 
descubiertas hace más de 50 años y se han producido grandes avances en el conocimiento 
de su estructura, características bioquímicas, distribución y regulación génica; su función bio-
lógica principal continúa siendo enigmática (Palmiter 998). No obstante, se les han atribui-
do distintas funciones que incluyen el mantenimiento de la homeostasis de metales pesados 
esenciales (Cousins 985), captación de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Viarengo et al. 
2000), protección frente a metales pesados tóxicos (Liu y Klaassen 996), y frente a xenobió-
ticos (Klaassen y Liu 998). En mamíferos también se ha descrito su papel protector frente a 
enfermedades neurodegenerativas (Penkowa y Hidalgo 2000) y en procesos de desarrollo y 
diferenciación celular (Vidal y Hidalgo 993). 
B.1.2Clasificaciónyestructura
 Inicialmente las MTs de distintos organismos fueron agrupadas en tres clases distintas 
(Fowler et al. 987). El descubrimiento de nuevas secuencias hizo que se propusiese una nue-
va clasificación basada en la similitud de las secuencias aminoacídicas, pero que no tiene en 
cuenta caracteres funcionales o evolutivos (Valls et al. 200). Esta clasificación considera a las 
MTs como una superfamilia de proteínas con características comunes, la cual se divide en fami-
lias, subfamilias, subgrupos, isoformas o formas alélicas (Binz y Kägi 999). Actualmente las MTs 
se clasifican en 5 familias distintas, que agrupan a aquellas MTs que comparten un conjunto 
específico de caracteres relacionados con la secuencia aminoacídica. Los miembros de una 
familia no pueden incluirse en otra, y se considera que se trata de organismos relacionados 
evolutivamente. A cada familia le corresponde un número y rango taxonómico de identifica-
ción (Tabla ). 
Muchos autores afirman que en general las MTs no presentan elementos de estructura 
secundaria (Cobine et al. 2004; Bilecen et al. 2005; Calderone et al. 2005), aunque se pueden 
encontrar hélices a o láminas β en algunas MTs, como por ejemplo la SmtA descrita en Syne-
chococcus sp., la MT-3 de mamíferos, la MT de Notothenia coriiceps, o la MT-A de Strongylocen-
trotus purpuratus (Riek et al. 999; Blindauer et al. 200; Capasso et al. 2002; Wang et al. 2006) 
(Figura 3). Cuando la MT no está acomplejada con metales (forma apo) presenta una estructura 
3D desordenada (random coil). Las MTs adquieren su estructura terciaria consecuencia de la 
coordinación (unión) de metales por los residuos de Cys (Capasso et al. 2003).
La estructura tridimensional de las MTs preferentemente inducidas por Cd (Cd-MTs) 
se ha estudiado principalmente en mamíferos, crustáceos y equinodermos. A pesar de sus di-
ferencias en la secuencia aminoacídica, su estructura tridimensional o 3D es bastante similar 
(Binz y Kägi 999). En mamíferos las Cd-MTs se componen de unos 6-68 aminoácidos, de los 
cuales 20 son residuos de Cys capaces de unir 7 cationes bivalentes preferentemente de Cd o 
Zn (según la estequiometría Cd7(Cys)20) (Klaassen et al. 999). Cuando se une a cationes metá-
licos la apometalotioneína adquiere forma de “yo-yo” y los residuos de cisteína se disponen en 
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dos dominios, denominados a (carboxilo-terminal) y β (amino-terminal) (Klaassen et al. 999) 
(Figura 3). En el bivalvo marino Crassostrea gigas (Tanguy y Moraga 200) se ha propuesto un 
modelo 3D para una Cd-MT (CgMT2) consistente en un dominio a y 2 β, siendo la duplicación 
del dominio β una consecuencia de la respuesta de adaptación al estrés inducido por metal. 
Con respecto a las metalotioneínas preferentemente inducidas por Cu (Cu-MTs), pa-
rece existir una mayor diversidad, tanto en la secuencia aminoacídica como en la estructura 
3D, aunque sólo se han analizado en muy pocos grupos biológicos. La estequiometría pro-
puesta para Cu-MTs con un número de residuos de Cys similar a las Cd-MTs de mamíferos es 
Cu2(Cys)20 (Klaassen et al. 999). La Cu-MT mejor conocida y la que primero se caracterizó fue 
la proteína CUP de la levadura Saccharomyces cerevisiae (Winge et al. 985) (Figura 3) que, al 
igual que la Cu-MT del hongo Neurospora crassa, presenta una estructura similar al dominio 
β de las Cd-MTs de mamíferos (Hamer 986). Sin embargo, en algunos crustáceos las Cu-MTs 
presentan 2 dominios β (Valls et al. 200). En mamíferos, en cambio, aún no se ha analizado la 
estructura 3D de ninguna Cu-MT. 
 
Cd2+ Cu+ Zn 2+
β (N-ter)
[Cd3Cys9]
α (C-ter)
[Cd4Cys11]
[Cd7Cys20]
RnorMT-2
[Cu9Cys11]
ScerCUP1
[Zn4Cys9His2]
SynSmtA
hélice α
lámina β
Figura3.Ejemplos de estructura tridimensional de metalotioneínas de distintos organismos. RnorMT-2: MT-2 de 
Rattus norvegicus (PDB Nº 4MT2). ScerCUP: CUP de Saccharomyces cerevisiae (PDB Nº AQR). SynSmtA: SmtA de 
Synechococcus sp. (PDB Nº JJD). Representación esquemáticas basadas en la estructura 3D disponibles en la base 
de datos MMDB (Molecular Modeling Database) del NCBI. Entre paréntesis se indica la estequeometría de la capa-
cidad queladora de iones metálicos de cada MT o de cada dominio, si la estructura está compuesta por más de un 
dominio (RnorMT-2). 
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B.1.3Regulacióndelabiosíntesisdemetalotioneínas
La biosíntesis de las MTs se induce por una gran variedad de estímulos. Entre ellos se 
encuentran metales, agentes oxidantes y citotóxicos, hormonas y factores de crecimiento, anti-
bióticos, agentes inflamatorios y citoquinas, radiaciones, y otros agentes que son interpretados 
por la célula como señales de estrés celular (Kägi 993; Haq et al. 2003). Además, sus niveles de 
expresión se modifican durante el desarrollo, el envejecimiento y procesos patológicos como 
el cáncer (Miles et al. 2000). 
Aunque también hay indicios de regulación postranscripcional (Haq et al. 2003), la ex-
presión de las MTs está regulada principalmente a nivel transcripcional, debido a la existencia 
de elementos de respuesta o elementos cis en la región promotora de los genes que las codifi-
can, a los que se pueden unir distintos factores de transcripción (Tabla 2). Algunos de ellos son 
esenciales para la expresión basal, mientras que otros activan la transcripción en respuesta a 
diferentes estímulos. 
La regulación transcripcional de los genes de MTs se ha estudiado en vertebrados 
(humanos, ratón y peces), invertebrados (insectos, nemátodos y moluscos), plantas y micro-
organismos eucariotas (levaduras) (Radtke et al. 993; Brugnera et al. 994; Liu y Thiele 997; 
Whitelaw et al. 997; Auf der Maur et al. 999; Moilanen et al. 999; Shen y Clark 200; Zhang et 
al. 200; Bourdineaud et al. 2006; Jenny et al. 2006; Lu et al. 2007). 
En la región promotora de los genes de MTs de diversos organismos (Tabla 2) se han 
identificado múltiples secuencias cortas similares entre sí, denominadas MREs (elementos de 
respuesta a metales). Parece que los MREs, cuya secuencia consenso es TGC(G/A)CNC (donde 
N es cualquier nucleótido de ADN), están implicados en la expresión basal y la activación de la 
transcripción por algunos metales y estrés oxidativo (Andrews 2000; Haq et al. 2003). 
En humanos, ratones, peces, levaduras e insectos se ha identificado el factor de trans-
cripción MTF- (factor- de transcripción en respuesta a metales), que se une a las secuencias 
MREs activando la transcripción de los genes MT (Westin y Schaffner 988). MTF- presenta 
en su región N-terminal 6 dominios en dedos de zinc (Andrews 2000). Es esencial para la ex-
presión basal de estas MTs y la inducción por metales y estrés oxidativo (Heuchel et al. 994; 
Andrews 2000; Haq et al. 2003). 
MTF- se expresa constitutivamente en humanos y ratón. Como consecuencia del es-
trés generado por la exposición a metales MTF- se transloca desde el citoplasma al núcleo 
(Smirnova et al. 2000), donde se une a los MRE activando la transcripción del gen MT. Según 
el modelo propuesto, MTF- requiere Zn2+ para unirse al ADN (Haq et al. 2003), por tanto el 
Zn2+ induciría la expresión de los genes MTs activando directamente a MTF- para que éste 
se una a los MREs de la región promotora. El resto de metales no pueden unirse y activar a 
MTF-, de modo que inducen la expresión de los genes MT por otras vías. El Cd es altamente 
reactivo e induce estrés oxidativo y disminución de los niveles de GSH (Stohs y Bagchi 995). 
El estrés oxidativo causado por la exposición a Cd podría activar la transcripción de los genes 
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MT directamente a través de la unión de MTF- a ARE (elementos de respuesta antioxidantes), 
e indirectamente aumentando los niveles citoplasmáticos de Zn2+ de la reserva celular de Zn 
que se encuentra unido a proteínas (nivel basal de MTs u otras proteínas). Esto último, en cam-
bio, no concuerda con los resultados de expresión de MTs de peces y moluscos publicados por 
Bourdineaud et al. (2006), por lo que aún no está claro cómo el Cd activa indirectamente la 
transcripción a través de MTF-.
Muchos promotores de genes MT contienen secuencias ARE (Andrews 2000). Presen-
tan una secuencia consenso GTGACNNNGC, e intervienen en la respuesta a agentes oxidantes, 
así como a algunos metales y diversos compuestos xenobióticos (Dalton et al. 997; Lee et al. 
999). En el promotor de la MT- de ratón se ha identificado un elemento ARE que contiene 
un sitio de unión del factor de reconocimiento USF (factor de estimulación hacia el extremo 
5’), implicado en la inducción de la expresión de dicha MT- en respuesta a la presencia de Cd 
o H
2
O
2 
(Andrews 2000) (Tabla 2).
Otras secuencias reguladoras de la expresión de MTs son las secuencias GRE (elemen-
tos de respuesta a glucocorticoides), a los que se une el receptor activado de estas hormonas. 
Participan en la respuesta a glucocorticoides, y aparecen en el promotor de genes MTs de 
mamíferos (Kelly et al. 997) (Tabla 2). 
En los promotores de genes MT de algunos organismos también se han identifica-
do distintos sitios de unión de factores GATA ([A/T]GATA[A/G]) (Moilanen et al. 999), AP- 
(TGA[G/C]TCA) (Stephen et al. 995; Jenny et al. 2006) , y cajas GC (GGGGCGGGG) a la que se 
unen factores de transcripción con dedos de Zn de la familia Sp/XKLF, como Sp (Haq et al. 
2003), y que participa en la expresión basal de las MTs (Tabla 2).
Mamíferos
(H. sapiens)
Insectos
(D. melanogaster)
Nemátodos 
(C. elegans)
Levaduras 
(S. cerevisiae)
Moluscos 
(C. virginica)
Plantas
(L. esculentum)
E cis FT E cis FT E cis FT E cis FT E cis FT E cis FT
MRE MTF-1 MRE MTF-1 MREs ¿? MREs? ¿? 
ARE USF ARE ¿? ARE ¿? 
USF  USF
GRE Gluc-R
CajaGC Sp1 
BLE AP-1
AP-2 
CCAAT C/EBP
AP-1 AP-1 YAP-1
YAP-2 
YAP-1
YAP-2
AP-1 AP-1 
GATA ELT2
ELT2 /¿?
UAS Ace1
Hsp Hsp
CEBP CEBP
Tabla2.Elementos cis (E cis) identificados en los promotores de genes MT de distintos organismos. Se indi-
ca además el factor de transcripción (FT) que se une a cada elemento. Entre paréntesis se indican algunos 
ejemplos de los organismos cuyos promotores MT han sido analizados. El significado de cada elemento cis 
y factor de transcripción se detalla en el texto. ¿?: aún se desconoce qué factor de transcripción.
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B.1.4Metalotioneínasenciliados
Las metalotioneínas de ciliados se han incluido en la familia 7 de la clase II (Binz y Kägi 
999), aunque este grupo no está actualizado ya que sólo se incluye una secuencia de 05 
aminoácidos, probablemente correspondiente a las Cd-MTs de T. pyriformis y T. pigmentosa 
(Piccinni et al. 994). En la actualidad se conocen nuevas Cd-MTs y Cu-MTs en ciliados, siendo 
necesario una actualización de esta familia, y la creación de subfamilias dentro de ella. Las 
secuencias de MT de ciliados que se han descrito y estudiado corresponden exclusivamente a 
distintas especies del género Tetrahymena, pero probablemente existan igualmente en otros 
ciliados. Recientemente se ha identificado el gen codificante de una hipotética MT en el geno-
ma macronuclear de Paramecium sp. (Shuja y Shakoori 2008), aunque aún no se ha analizado 
su expresión en respuesta a estrés por metales. 
Tradicionalmente se ha considerado que las MTs de Tetrahymena se dividen en dos 
grupos distintos que muestran entre sí una identidad de secuencia relativamente baja. Un gru-
po es inducido más eficientemente por Cd (Cd-MTs), mientras que el otro lo es por Cu (Cu-MTs). 
La primera Cd-MT de ciliados, la MT- de T. pyriformis, fue identificada en 994, y el gen que la 
codifica secuenciado en 999 (Piccinni et al. 999). Posteriormente, en T. thermophila se aisló el 
gen denominado MTT1 (Shang et al. 2002), que codifica una isoforma de MT- de T. pyriformis. 
En el 2003 se aisló el ADNc de una nueva Cd-MT en T. thermophila, que se denominó MTT3 
(Díaz et al. 2003; Díaz et al. 2005). Los genes MTT1 y MTT3 se localizan en el brazo izquierdo del 
cromosoma micronuclear número 4, separadas únicamente por una distancia de ,7 kb, y sus 
secuencias aminoacídicas presentan un 79,6 % de identidad, lo que sugiere que su origen se 
deba a una duplicación génica. Tras la secuenciación completa del genoma macronuclear de 
T. thermophila, se identificó el gen MTT5 (Rico et al. 2003; Amaro et al. 2005), como resultado 
de una búsqueda de secuencias homólogas a MTT1 en el genoma de este ciliado. Este gen 
codifica la tercera isoforma de Cd-MT en T. thermophila que se localiza en el cromosoma micro-
nuclear número 5, y su secuencia ha sido aislada como ADNc por dos grupos de investigación 
distintos (Amaro et al. 2005; Santovito et al. 2007).
 Por otra parte,  en Tetrahymena también se han identificado MTs inducidas preferente-
mente por Cu. En 200 Santovito y colaboradores obtuvieron la secuencia de una putativa Cu-
MT (MT-2) en T. pigmentosa. En T. thermophila se han identificado dos genes que codifican para 
dos isoformas de Cu-MTs situadas en el brazo derecho del cromosoma micronuclear número 2, 
denominados MTT2 y MTT4 (Bakshandeh et al. 2004; Boldrin et al. 2006). Presentan un 99 % de 
identidad nucleotídica y un 98 % de identidad a nivel de secuencia aminoacídica, sugiriendo 
que el origen de estos genes se deba a una duplicación génica relativamente reciente. Esta 
duplicación se extiende a las regiones 5’ y 3’ UTR de los mismos, y ambas ORFs se encuentran 
separadas por ,4 Kb. Para explicar esta duplicación génica se ha propuesto un mecanismo de 
retrotransposición potencialmente presente en Tetrahymena (Bakshandeh et al. 2004) . 
Así, con el genoma macronuclear de T. thermophila completamente secuenciado, sa-
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bemos que este ciliado presenta tres isoformas génicas de Cd-MTs (MTT1, MTT3 y MTT5) y dos 
isoformas de Cu-MTs (MTT2 y MTT4). 
En los dos últimos años, y paralelamente al desarrollo de esta tesis doctoral, se han 
aislado nuevos genes codificantes de Cd-MTs en otras especies del género Tetrahymena (MTT1 
en T. tropicalis (Shuja y Shakoori 2007), MT-1 en T. pigmentosa (Guo et al. 2008), y MT-2 en T. pyri-
formis (Fu y Miao 2006), los cuales serán analizados y comparados con los resultados que se 
presentan en este trabajo, y extensamente discutidos en la sección de Discusión.
B.2Fitoquelatinas
B.2.1Fitoquelatinasyfitoquelatínsintasa
Las fitoquelatinas (FQs) son pequeños oligopéptidos sintetizados enzimáticamente a 
partir del glutation (GSH) por la enzima fitoquelatín sintasa (FQS) (g-glutamilcisteiniltransfera-
sa; EC 2.3.2.5), en respuesta a estrés por metales pesados. Las FQs presentan la estructura ge-
neral (g-Glu-Cys)
n
-Gly, (n=2-) aunque se han identificado variantes estructurales en algunas 
especies de plantas, por ejemplo (g-Glu-Cys)
n
-β-Ala, (g-Glu-Cys)
n
-Ser, y (g-Glu-Cys)
n
-Glu (Rauser 
995; Zenk 996). Se identificaron por primera vez en la levadura Schizosaccharomyces pombe 
(Kondo et al. 984) y después en plantas (Grill 985). Inicialmente se denominaron cadistidinas, 
han recibido varios nombres durante años (incluyendo el de MTs de Clase III), pero el término 
fitoquelatinas es el adoptado en la actualidad. Se agrupan en 5 familias, y se han encontrado 
en todas las plantas examinadas, microalgas, algunas especies de levaduras y hongos filamen-
tosos (S. pombe, S. cerevisiae y Neurospora crassa) (Grill 985; Kneer et al. 992), y en el nemáto-
do Caenorhabditis elegans (Clemens et al. 200). 
La actividad enzimática como tal fue identificada por Grill et al. (989) a partir de un 
cultivo celular de Silene cucubalis, y los primeros genes FQS fueron identificados en las plantas 
Arabidopsis thaliana (Vatamaniuk et al. 999; Ha et al. 999) y Triticum aestivum (Clemens et al. 
999), la levadura S. pombe (Ha et al. 999), y más tarde en el nemátodo C. elegans (Clemens et 
al. 200). Todas las secuencias aminoacídicas de las FQS presentan un dominio conservado N-
terminal, responsable de la actividad catalítica de la enzima (Ruotolo et al. 2004); y un domino 
variable C-terminal, que actúa como elemento sensor de metales (Cobbett 2000) y contribuye 
a la mayor actividad y estabilidad de la proteína, permitiendo que la enzima responda a un 
espectro más amplio de iones metálicos (Ruotolo et al. 2004; Vestergaard et al. 2008). 
B.2.2Mecanismocatalíticodesíntesisdefitoquelatinas
El mecanismo catalítico de síntesis de fitoquelatinas por la FQS es un mecanismo de 
sustitución enzimática, la enzima presenta dos sitios de unión y acilación de los sustratos: uno 
de alta y otro de baja afinidad por el GSH (Vatamaniuk et al. 2000). La Cys56 (residuo conservado 
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en todas las FQS, que junto con la His62 y el Asp80 forma la triada catalítica de la enzima presen-
te en el extremo N-terminal), es indispensable para la síntesis de fitoquelatinas, y representa el 
primer sitio de acilación; mientras que el segundo sitio probablemente se localiza en el domi-
nio C-terminal (Clemens 2006; Rea 2006). En primer lugar se produce el ataque nucleofílico de 
la Cys56 (del centro activo de la enzima) sobre el C carbonílico del GSH (, Figura 4), formándo-
se el intermediario gGlu-Cys~acil-enzima 
(2, Figura 4) y liberándose la Gly del GSH. 
Estos dos pasos son independientes de la 
presencia de metal en el medio. En presen-
cia de Cd2+ (u otro metal), se da también la 
unión de la molécula aceptora (GSH o FQn) 
al segundo sitio de acilación de la enzima 
(Rea et al. 2004). Se produce entonces el 
ataque nuceofílico de la molécula acepto-
ra sobre el intermediario gGlu-Cys~acil-en-
zima (3, Figura 4), resultando así la reacción 
de transpeptidación que comporta la sín-
tesis de fitoquelatinas (FQ
2
 o FQ
n+
).  
B.2.3Funciónbiológicadelaenzimafitoquelatínsintasa
En la última década, mediante análisis de genomas y secuencias ESTs, se han identifica-
do genes homólogos a FQS en organismos representativos de todos los reinos eucariotas (Ta-
bla 3), en muchos de los cuales, en cambio, no se ha detectado la existencia de fitoquelatinas 
(Clemens 2006). Además, en cianobacterias se ha identificado un grupo de proteínas homó-
logas a las FQSs (Clemens 2006). Estas proteínas, con una masa comprendida entre 23-35 kDa, 
presentan solamente el dominio conservado N-terminal con la triada catalítica (Harada et al. 
2004). Tampoco se han detectado fitoquelatinas en estas bacterias, incluso tras una exposición 
prolongada a Cd. La posibilidad de que la proteína procariota homóloga a FQS pueda repre-
sentar un ancestro de las FQSs eucariotas ha sido analizada por dos grupos distintos (Tsuji et al. 
2004; Harada et al. 2004), quienes concluyeron que la única actividad de la enzima procariota 
es la conversión del GSH en g-Glu-Cys con la eliminación de la Gly, en lugar de la biosíntesis de 
FQs. Una actividad similar se ha descrito recientemente en una FQS (AtPCS) de A. thaliana, y 
que parece estar involucrada en la degradación de conjugados de GSH además de la detoxifi-
cación de metales (Blum et al. 2007).
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Se cree que la principal función de las fitoquelatinas es la detoxificación de metales 
pesados. Hasta ahora se ha demostrado que las FQs participan en la detoxificación de Cd, As y 
Hg (Schat et al. 2002). La contaminación ambiental por la exposición a grandes cantidades de 
metales como Cd, As o Hg, es un fenómeno relativamente reciente debido a las actividades in-
dustriales humanas (Cazale y Clemens 200). Por tanto, cabe preguntarse si esto puede haber 
representado una presión evolutiva suficiente para mantener los genes FQS en todo el reino 
vegetal y en otros organismos, muchos de los cuales no presentan FQs. Se desconoce también 
por qué los genes FQS se expresan constitutivamente en organismos que no presentan FQs, e 
incluso en varios órganos de la planta que no están expuestos a metales (Rea et al. 2004). 
Para explicar esto actualmente hay dos hipótesis. La más reciente es que la FQS desem-
peñe una importante función en el catabolismo del GSH (Figura 5). La única actividad catalítica 
de la FQS procariota (NsPCS) es precisamente la hidrólisis del GSH (Harada et al. 2004; Tsuji 
et al. 2004; Vivares et al. 2005). Recientemente se ha demostrado que las FQSs de A. thaliana 
(AtPCS) y S. cucubalis (ScPCS) pueden hidrolizar conjugados de GSH eliminando la Gly (Beck 
et al. 2003; Blum et al. 2007). Se cree que esta reacción representa el primer paso del catabolis-
mo de conjugados de GSH en plantas, y que no excluye la biosíntesis de FQs por estas FQSs.
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La otra hipótesis es que las FQs puedan estar implicadas en el mantenimiento de la 
homeostasis de metales esenciales (Rauser 990). Recientemente se ha demostrado que la 
síntesis de FQs contribuye significativamente a la detoxificación de Zn2+ en A. thaliana (Tenns-
tedt et al. 2008). Y además se ha comprobado la existencia de una elevada tolerancia a exceso 
de Zn2+ en Brassica juncea transformada con el gen de la FQS de A. thaliana (AtPCS) (Gasic y 
Korban 2007).
B.2.4Mecanismodedetoxificacióndemetalesporfitoquelatinas
El mecanismo de detoxificación es más complejo que una simple quelación del metal 
por las fitoquelatinas. El cadmio debe unirse a GSH o FQn, para formar complejos tiolato-metal 
que se unan a la enzima FQS activándola. Las FQs sintetizadas en el citosol quelan los iones 
de Cd, formando los complejos CdFQn de bajo peso molecular (LMW CdFQn) (Figura 5), que 
entran en las vacuolas a través de transportadores de tipo ABC. Dentro de éstas, los complejos 
CdFQn se combinan entre sí, uniéndose a más Cd y formando los complejos CdFQn de alto 
peso molecular (HMW Cd-FQn), que además están estabilizados por átomos de azufre (Co-
bbett 2000) (Figura 5). En plantas y levaduras se ha comprobado la compartimentalización de 
estos complejos en vacuolas. En S. pombe se ha demostrado que los mutantes hmt1, deficien-
tes en un transportador vacuolar de tipo ABC, presentan un fenotipo sensible a cadmio (Ortiz 
et al. 992). Igualmente, en C. elegans existe otro transportador semejante (Vatamaniuk et al. 
2005), y además se ha comprobado que varias mutaciones que afectan a transportadores ABC 
confieren sensibilidad a metales pesados.
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C.DETECCIÓNYSEGUIMIENTODEMETALESENELMEDIOAMBIENTE.
BIOSENSORES
C.1Contaminaciónpormetales,ungraveproblemaambiental
Los metales se encuentran de forma natural en el medio ambiente, en su mayoría in-
movilizados y por tanto, en forma no biodisponible para los seres vivos. Sin embargo, como 
consecuencia de las actividades humanas, su presencia se ha incrementado alarmantemente 
en el aire y en la mayoría de ecosistemas terrestres y acuáticos, alterando los procesos bio-
geoquímicos naturales (Nriagu y Pacyna 988). En el último siglo se ha extraído en minería 
el 90 % del total de cadmio, zinc, cobre, plomo y níquel extraídos a lo largo de la historia (Hill 
2004). Estos hechos, sumado a los accidentes ambientales producidos en las últimas décadas, 
como el ocurrido en abril del 998 en Aznalcóllar (Sevilla), han convertido a la contaminación 
por metales en uno de los principales problemas medioambientales actuales. 
A diferencia de otros contaminantes ambientales, los metales no pueden ser destrui-
dos por procesos físico-químicos o biológicos, sino que persisten en el medio ambiente y se 
fijan con relativa facilidad a los sedimentos con abundante materia orgánica (National Resear-
ch Council (U.S.). Committee on Bioavailability of Contaminants in Soils and Sediments 2003).          
Incluso experimentan un proceso de bioacumulación a su paso por los distintos niveles de 
la cadena trófica (Kong et al. 995; Chang et al. 996; Seebaugh et al. 2005). Los metales son 
elementos de reconocida toxicidad en la mayoría de los seres vivos. La Agencia de Protección 
Medioambiental Norteamericana (US EPA, Environmental Protection Agency) sitúa a los meta-
les entre los contaminantes más peligrosos para la salud (Hill 2004). Por ejemplo, el cadmio 
está considerado como un carcinógeno de categoría  por la Agencia Internacional para la 
Investigación del Cáncer (IARC, Internacional Agency for Research on Cancer).
C.2Detecciónyevaluacióndemetalesenelmedioambiente
La conciencia medioambiental sobre este problema está aumentando entre consumi-
dores e industrias, al tiempo que las leyes se hacen más estrictas. Del reconocimiento de los 
efectos tóxicos de los metales, incluso a concentraciones muy bajas, ha resultado la creación 
de una directiva de la regulación de su presencia en el medio ambiente a bajas concentra-
ciones (Directiva 86/278/CEE). Sin embargo, la legislación ambiental determina cuáles son las 
concentraciones de metales aceptables en el medio, pero considerando los metales de forma 
independiente, incluso cuando están presentes en mezclas (Walker et al. 2006). Por todo ello 
existe una clara necesidad de incorporar nuevos sistemas de tratamiento de residuos y siste-
mas de detección de la presencia de metales en el medio ambiente, para prevenir así la expo-
sición de los sistemas vivos a estos contaminantes. 
Tradicionalmente, el riesgo ambiental por contaminación de metales se determina 
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cuantificando el contenido total en metales de las diferentes muestras ambientales median-
te técnicas analíticas físico-químicas (espectrometría de absorción atómica, cromatografía de 
intercambio iónico, etc.). Sin embargo, a pesar de su alta sensibilidad, los métodos convencio-
nales presentan importantes desventajas. Requieren laboratorios especializados con instru-
mentos de alto coste y personal cualificado, además de la necesidad de un procesamiento 
previo de las muestras a analizar. Pero lo que es más importante es que los métodos analíticos 
proporcionan información sobre la naturaleza química de la muestra analizada, pero no sobre 
la biodisponibilidad de los metales presentes, factor éste de suma importancia ya que deter-
mina su toxicidad sobre los sistemas vivos. Las metodologías físico-químicas tampoco evalúan 
sus efectos sobre los seres vivos, ni analizan las posibles interacciones entre diferentes metales 
presentes en muestras complejas (Belkin 2003).
C.3Biosensoresmolecularesycelularesparametales
Como respuesta a estas necesidades aparecieron los bioensayos y biosensores, en los 
que se emplean sistemas biológicos completos o moléculas biológicas para la detección y 
evaluación del efecto tóxico de contaminantes ambientales. En general, el término biosensor 
se refiere a cualquier sistema capaz de detectar la presencia de un sustrato mediante un com-
ponente biológico que proporciona una señal cuantificable (Gu et al. 2004). Como sistema de 
transducción de la señal se han empleado sistemas ópticos, acústicos y electrónicos (Verma y 
Singh 2005). La función de un biosensor depende de la especificidad de su componente bio-
lógico, cuya elección depende de un gran número de factores: especificidad, almacenamiento, 
estabilidad ambiental, sustancias que se pretendan detectar, etc. 
Desde los años 90 se han desarrollado numerosos biosensores para la detección de 
diversos metales en el medio (Tabla 4), desde los que utilizan componentes biomoleculares 
(enzimas, anticuerpos, proteínas no enzimáticas o ADN), y constituyen los biosensores molecu-
lares; hasta los basados en microorganismos completos (modificados o no) e incluso organis-
mos pluricelulares como el nematodo C. elegans (Verma y Singh 2005), y son los denominados 
biosensores celulares. 
Las ventajas de los biosensores moleculares son su alta especificidad, selectividad y 
corto tiempo de reacción. Pero son más difíciles de construir, más caros y su mayor o menor es-
pecificidad y sensibilidad dependen del tipo de molécula seleccionada para su construcción. 
Sin embargo, estos sistemas no proporcionan una visión global de la toxicidad de los metales. 
Parámetros tan importantes como la biodisponibilidad del metal, sus efectos citotóxicos y ge-
notóxicos, y las posibles interacciones entre metales son mejor determinados mediante los 
biosensores celulares. En vista de la gran relevancia de estos parámetros, gran parte del trabajo 
en biosensores ambientales se ha dirigido hacia al desarrollo de los biosensores celulares que 
además son más fáciles de mantener en el laboratorio, y más económicos.
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Existen dos tipos básicos de biosensores celulares, dependiendo de que el gen repor-
tero se exprese constitutivamente o sea inducible por la presencia del tóxico (Gu et al. 2004) 
(Figura 6). El constitutivo utiliza un promotor que se expresa con un elevado nivel basal en 
condiciones normales (ausencia del tóxico o agente estresante). Bajo la presencia del tóxico las 
condiciones de expresión basal se reducen, y el nivel de reducción se relaciona con el nivel de 
toxicidad general (Figura 6). Por el contrario, el biosensor celular basado en un sistema repor-
tero inducible en ausencia del tóxico mantiene un bajo o nivel basal de expresión, y cuando 
aparece el tóxico se induce elevando la expresión del gen reportero (Figura 6). 
C.4Tiposdebioensayosempleandobiosensorescelulares
Un biosensor celular utiliza la célula completa procariota o eucariota como sistema 
reportero, que incorpora el elemento sensor y el sistema de transducción de la señal. Existen 
dos tipos de bioensayos en los que se pueden usar biosensores celulares (Belkin 2003): 
 a) Bioensayos turn off o lights off. La toxicidad de una muestra es estimada a partir 
del grado de inhibición de una actividad celular 
(ej.: tasa respiratoria, crecimiento, movilidad, bio-
síntesis de una molécula específica, etc.). Se fun-
damentan en la medida del descenso de la señal 
(actividad celular) consecuencia de la presencia 
del elemento tóxico. Este tipo de bioensayos suele 
utilizar biosensores constitutivos (Figura 6).
 La mayoría de estos bioensayos se utilizan 
para determinar el grado de toxicidad general de 
una muestra, es decir, cómo de tóxica es la mues-
tra, en lugar de qué tipo de tóxicos están presen-
tes en ella. Uno de los bioensayos de este tipo más 
conocidos que utiliza un biosensor constitutivo 
es el denominado MicrotoxTM (Azure, Buks, Reino 
Unido), en el cual la toxicidad general de la mues-
tra se determina según el grado de inhibición de 
la emisión de luz de la bacteria bioluminiscente 
Vibrio fischeri. 
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GG
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UC
AAAA
A
AX X
Proteína
Reportera
ARNm
Tóxico
Gen
reportero
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A
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+
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C
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A
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Figura6.Tipos de bioensayos a realizar empleando biosen-
sores celulares. (A):Bioensayo de tipo turn off utilizando un 
biosensor constitutivo. (B):Bioensayo de tipo turn on utilizan-
do un biosensor inducible por estrés general celular (B1)o 
inducible por un tipo de tóxico específico(B2). Pc: promotor 
constitutivo. Pstress: Promotor que responde a estrés celular. 
Pesp: Promotor que responde a un agente específico.
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 Igualmente, también se han desarrollado biosensores constitutivos para la detección 
de metales en este tipo de bioensayos. Lee y colaboradores desarrollaron un biosensor para 
la detección de Cr basado en la inhibición de bioluminiscencia de la bacteria Photobacterium 
phosphoreum MT0204 (Lee et al. 992). Un ejemplo de bioensayo turn off utilizando un proto-
zoo ciliado es aquel que utiliza un mutante de T. thermophila superproductor de melanina para 
la detección de micotoxinas (Martín-González et al. 997). 
b) Bioensayos turn on o lights on. En estos bioensayos se suele utilizar biosensores in-
ducibles, los cuales a su vez pueden ser estrés-general (responden a muy diferentes tóxicos 
y/o agentes estresantes) o estrés-específicos (responden específica y exclusivamente a un tipo 
de tóxico o un grupo relacionado de tóxicos, como ciertos metales). En estos biosensores la 
producción de la molécula reportera está bajo el control de un promotor que es activado por 
la presencia del tóxico (como un metal). Aunque pueden emplear organismos no manipu-
lados genéticamente, el procedimiento general consiste en fusionar un promotor inducible 
por metal u otro tóxico a un gen reportero. Esta construcción es introducida en la célula (en 
un plásmido multicopia o integrada en el genoma), de modo que cuando el metal o el tóxico 
correspondiente está presente se induce la expresión del gen reportero, produciéndose así 
una señal cuantificable (Figura 6).
Los sistemas reporteros más utilizados son la bioluminiscencia (catalizada por la en-
zima luciferasa bacteriana (genes lux) o de la luciérnaga (gen lucFF), fluorescencia (emitida por 
la proteína GFP y sus derivados), la producción de color debida a la enzima β-galactosidasa 
(gen lacZ), o actividad electroquímica (gen phoA).
Para la elección del elemento sensor, en el caso de metales se tienen en cuenta aque-
llos genes y proteínas que participan en los procesos de entrada y detoxificación de meta-
les. Casi la totalidad de los biosensores celulares para la detección de metales desarrollados 
actualmente son bacterianos (Tabla 4). En general presentan una alta sensibilidad, con una 
duración del ensayo de entre 30-80 minutos. 
Una de las mayores limitaciones de los biosensores celulares es la difusión de sustra-
tos/productos (potenciales tóxicos) a través de la pared celular y la membrana citoplasmática, 
lo que resultaría en una respuesta más lenta a la presencia del tóxico en el medio, con respecto 
a los biosensores moleculares (D’Souza 200). Para solucionar este problema las células pue-
den ser permeabilizadas mediante agentes físicos, químicos o enzimáticos. El inconveniente 
de este tratamiento de permeabilización es que hace que las células puedan perder su viabili-
dad a lo largo del tiempo.
 Otra limitación de los biosensores celulares es la menor especificidad comparado con 
los biosensores moleculares. Mientras que algunos de los biosensores celulares se muestran 
como altamente específicos para un determinado metal, otros responden a un rango de meta-
les más amplio (Tabla 4). En general, los biosensores celulares detectan grupos de compuestos 
tóxicos más que un único compuesto (van der Meer et al. 2004). No obstante, esto puede ser 
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útil cuando los compuestos de un mismo grupo tienen mecanismos de toxicidad o efectos de 
toxicidad similares (Belkin 998), como es el caso de los metales (Figura ). 
C.5Ventajasdelusodemicroorganismoscomobiosensorescelularesparalaevaluación
delacontaminaciónambiental
El uso de microorganismos como biosensores aporta información con relevancia 
biológica, ya que proporciona datos sobre los efectos biológicos debidos a la exposición del 
compuesto tóxico, y que se pueden extrapolar a organismos vivos más complejos. Los mi-
croorganismos presentan así mismo numerosas ventajas para ser usados como biosensores 
para evaluar la contaminación ambiental, ya que están presentes en todos los hábitats y son 
capaces de metabolizar una amplia variedad de compuestos químicos. Además tienen una 
gran capacidad de adaptarse a condiciones adversas y desarrollar mecanismos de adaptación 
(D’Souza 200). 
Gracias a su corto tiempo de división celular, se pueden obtener grandes poblaciones 
homogéneas en un corto intervalo de tiempo, y por tanto una respuesta amplificada para 
detectar el cambio producido por la presencia del compuesto tóxico (Gutiérrez et al. 2003). 
Además, su mantenimiento en el laboratorio es relativamente sencillo, asequible y barato. 
Igualmente, pueden ser fácilmente modificados por manipulación genética, adquiriendo nue-
vas características que permitan optimizar el biosensor en términos de sensibilidad y espe-
cificidad de respuesta. Mediante la manipulación genética es posible dirigir la respuesta del 
biosensor a un tipo de contaminante o una clase de contaminantes determinada, así como 
modificar o introducir nuevos genes reporteros más fáciles de cuantificar.
Su pequeño tamaño hace posible que sean buenos sistemas para la miniaturización, 
pudiendo servir además como biosensores para múltiples compuestos. Por ejemplo, diferen-
tes biosensores con diferente especificidad de detección pero como la misma señal reportera, 
se pueden utilizar en paralelo para analizar rápidamente una variedad de contaminantes en 
distintas muestras ambientales, funcionando así como un “primer filtro” para compuestos de 
toxicidad general (van der Meer et al. 2004). 
C.6VentajasdelprotozoociliadoTetrahymenathermophilacomobiosensorcelular
El protozoo ciliado T. thermophila es un microorganismo eucariota modelo (Collins y 
Gorovsky 2005) cuyo estudio ha contribuido a descubrimientos fundamentales en la biología 
como el ARN catalítico (Zaug y Cech 986), la estructura de los telómeros (Blackburn y Gall 
978; Yao y Yao 98), y la identificación y el funcionamiento de la telomerasa (Greider y Blac-
kburn 985) entre otros. 
T. thermophila es un miembro del phylum Ciliophora, que junto a los phyla Apicomplexa 
y Dinoflagellata, constituyen el supergrupo Alveolata. Como el resto de ciliados, cada célula de 
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Tetrahymena (40-50 µm de longitud y 20 µm de diámetro) contiene dos núcleos funcional y 
estructuralmente diferentes. El micronúcleo (MIC) (2n), con 5 pares de cromosomas, representa 
la línea germinal siendo sólo activo durante la conjugación, proceso durante el cual sufre mito-
sis y meiosis. Por el contrario, el macronúcleo (MAC) (45n), originado a partir del micronúcleo, 
es transcripcionalmente activo durante toda la vida de la célula, pero sus cromosomas no se 
reparten mitóticamente (sino amitóticamente), y por lo tanto, los genes macronucleares no 
experimentan segregación mendeliana. 
T. thermophila cuenta, igualmente, con todas las ventajas anteriores propias de un mi-
croorganismo (apartado C.5) para ser usado como biosensor celular. Crece relativamente rá-
pido hasta alcanzar elevadas densidades celulares (~06 células/ml) en diversos medios de 
cultivo (incluyendo medio definido y axénico) y condiciones (medio líquido y sólido). Su ge-
noma macronuclear está completamente secuenciado y es susceptible de análisis genético 
(obtención de mutantes recesivos, homocigotos totales a nivel micro- y macronuclear, cepas 
nulisómicas, etc.). Mediante las técnicas moleculares actuales (electroporación, transformación 
biolística, microinyección) se pueden obtener cepas transformantes (Asai y Forney 2000; Tur-
kewitz et al. 2002) y cepas knockout. Y además las líneas celulares pueden ser conservadas 
indefinidamente en nitrógeno líquido.
Además de todas estas ventajas, Tetrahymena, al igual que el resto de protozoos ci-
liados, presenta una ventaja adicional. A diferencia de bacterias y levaduras, los ciliados no 
presentan pared celular en su estado vegetativo. Como se indicó en el apartado C.4, la pared 
celular puede dificultar la difusión al interior celular tanto de sustratos requeridos por la molé-
cula reportera (por ejemplo: D-luciferina para aquellos biosensores basados en bioluminiscen-
cia eucariota), como la difusión del compuesto tóxico que se pretende detectar. La ausencia 
de pared celular en ciliados hace que la difusión de estos sustratos y/o compuestos tóxicos al 
interior del biosensor celular sea más fácil y la respuesta celular probablemente más rápida 
(Gutiérrez et al. 2003). Además, evita la necesidad de un tratamiento químico o enzimático de 
permeabilización celular previa. 
Por otro lado, tras la secuenciación completa del genoma macronuclear de T. ther-
mophila, se ha comprobado que el ciliado comparte más genes ortólogos con humanos que 
aquellos que comparten humanos y levaduras entre sí (Eisen et al. 2006). Aunque esto no quie-
re decir que T. thermophila y humanos sean más similares entre sí que hongos y humanos, el 
alto número de ortólogos compartidos entre H. sapiens y T. thermophila refleja el gran número 
de genes que se han perdido en otros grupos eucariotas, pero que conservan H. sapiens y T. 
thermophila. De 874 genes humanos con ortólogos en T. thermophila pero no en S. cerivisiae, 
58 de ellos corresponden a loci asociados con enfermedades humanas (Eisen et al. 2006). Por 
tanto, T. thermophila representa un excelente modelo (de biología animal) para el estudio de 
la biología celular eucariota superior (incluyendo la humana), y aplicable en ecotoxicología 
comparativa.
Todas estas ventajas convierten a Tetrahymena en un atractivo sistema celular para 
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ser utilizado en la evaluación de contaminación ambiental. De hecho, durante más de cuatro 
décadas ha sido el microorganismo elegido en bioensayos para determinar el efecto de car-
cinógenos, insecticidas, fungicidas, micotoxinas, compuestos orgánicos tóxicos, metales, anti-
metabolitos y compuestos farmacéuticos (Nilsson 989; Dayeh et al. 2005; Gallego et al. 2007). 
La base de datos TETRATOX (Schultz 997a; 997b) ha sido establecida como una colección de 
datos de toxicidad para más de 2.400 contaminantes industriales, no incluyendo metales. Sin 
embargo, hasta ahora existen tan sólo dos trabajos que hayan empleado este ciliado como 
biosensor celular, uno para la detección de micotoxinas (Martín-González et al. 997), y otro 
como biosensor de condiciones de estrés celular general (Barchetta et al. 2005). 
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Objetivos
Objetivos
En el presente trabajo de Tesis Doctoral se persiguen tres objetivos fundamentales, 
que a su vez se dividen en una serie de objetivos específicos o particulares. 
A) Incrementarel conocimientobásicosobre losgenescodificantesdeMTsen
especiesdelgéneroTetrahymena(protozoociliado):
. Estudio comparativo de los tres genes codificantes de Cd-MTs del ciliado T. thermo-
phila (MTT1, MTT3 y MTT5), y análisis de su expresión en respuesta a diversos agentes estresan-
tes, incluidos diferentes metales pesados. 
2. Análisis in silico de la región promotora de estos genes, junto con el estudio de pro-
teínas de unión a ADN en motivos conservados presentes en dicha región. Con la finalidad de 
iniciar la búsqueda de posibles factores de transcripción involucrados en la regulación de la 
expresión de estos genes.  
3. Búsqueda de nuevos genes codificantes de MTs en el ciliado T. rostrata, caracteriza-
ción y análisis de su expresión en respuesta a distintas condiciones de estrés ambiental. Análi-
sis comparativo con los genes MT de T. thermophila. 
B)Diseñoyobtencióndebiosensorescelularesbasadosen losgenesMTdeT.
thermophila:
. Obtención de cepas de T. thermophila que contengan distintos genes reporteros (gfp 
o lucFF) bajo el control de los promotores de los genes MTT1 o MTT5 de este ciliado. 
2. Desarrollo de un biosensayo para la aplicación de estos biosensores celulares en la 
detección de metales pesados en muestras naturales. 
3. Validación de los biosensores celulares construidos. Aplicación en muestras natura-
les con contaminación por metales conocida o desconocida. 
C)Estudiodelaexistenciadeotrasmoléculasqueladorasdemetales(fitoquela-
tinas)enT.thermophila,ysuposibleimplicaciónenelmecanismodebioacumulaciónde
metalespesadosenesteciliado:
 . Analizar la posible existencia del gen codificante para fitoquelatín sintasa en el ge-
noma macronuclear de T. thermophila. Llevar a cabo su caracterización y el análisis de sus nive-
les de expresión bajo estrés por diferentes metales pesados.
  2. Dilucidar la presencia de fitoquelatinas en T. thermophila. 
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MATERIALES
1MATERIALBIOLÓGICO
1.1EspeciesdelprotozoociliadoTetrahymena
En este trabajo se utilizaron dos especies distintas del ciliado Tetrahymena (Eukaryota; 
Alveolata; Ciliophora; Intramacronucleata; Oligohymenophorea; Hymenostomatida; Tetrahyme-
nina; Tetrahymenidae; Tetrahymena). 
1.1.1TetrahymenathermophilaNanneyandMcCoy
En los experimentos llevados a cabo en este trabajo se han empleado diferentes cepas 
del ciliado modelo T. thermophila: SB969, CU522, CU428 y B2086, cedidas amablemente por 
los profesores Dr. Eduardo Orias (University of California, Santa Bárbara, EEUU), Dr. Jack Gaertig 
(University of Minesota, Mineapolis, EEUU) y Dr. Aaron Turkewitz (The University of Chicago, Chi-
cago, Illinois, EEUU) respectivamente. Las características genotípicas y fenotípicas de cada cepa 
se indican en la Tabla 5.
1.1.2T.rostrata(Kahl)Corliss
 La especie T. rostrata cepa ID-3 (ATCC-30770TM) fue adquirida a través de  la colección 
americana de cultivos tipo (ATCC). Esta especie presenta genotipo y fenotipo silvestre, no pre-
sentando así ninguna característica génica destacable.
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1.2Escherichiacoli
La estirpe bacteriana Escherichia coli TOPO 10 (Invitrogen), [F-mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 deoR araD139 ∆(ara-leu)7697 galU galK rps L (StrR) endA1 nupG] fue 
utilizada para la clonación de las construcciones génicas obtenidas en este trabajo. Esta cepa 
no expresa el represor lac.
1.3Mantenimientodecepas
 1.3.1MantenimientoyconservacióndecepasdeE.coli
 Las distintas bacterias recombinantes obtenidas en este trabajo fueron conservadas a 
corto plazo (2-3 semanas) a 4 ºC, crecidas en placas de LB conteniendo el antibiótico frente al 
cual el vector de transformación confiere resistencia. En cambio, las cepas fueron conservadas 
a largo plazo congeladas a -80 ºC, en medio LB líquido conteniendo el antibiótico y una solu-
ción crioprotectora al 25 % (CaCl
2
 00 mM y glicerol al 5%). 
 1.3.2MantenimientoyconservacióndecepasdeTetrahymena
 Las distintas líneas clonales de las cepas recombinantes obtenidas en este trabajo, así 
como el resto de cepas de las diferentes especies de Tetrahymena utilizadas, fueron manteni-
das a corto plazo (-3 meses) en medio SOJA (Tabla 6) a 28ºC y en condiciones de baja concen-
tración de oxígeno. 
Además todas las cepas fueron conservadas a largo plazo congeladas en N
2
 líquido. 
Para ello, los cultivos en fase exponencial de crecimiento fueron sometidos a un proceso de 
inanición en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 7,5 durante 3 días. Posteriormente las células fueron 
Cepa Genotipo 
micronuclear 
Genotipo  
macronuclear 
Fenotipo
Macronuclear 
Tipo 
conjugante
Fuente
SB1969 chx1-1/chx1-1 
mpr1/mpr1 
tipo silvestre pm-S, cycl-S II E. Orias 
CU522 mpr1/mpr1, 
btu1-1/btu1-1
mpr1, btu1-1 mp-R, pac-S VI J. Gaertig 
CU428.1 mpr1-1/mpr1-1 tipo silvestre pm-S, mp-S VII A. Turkewitz 
B2086 mpr1-1/mpr1-1 tipo silvestre pm-S, mp-S II A. Turkewitz 
Tabla5. Características genotípicas y fenotípicas de las distintas cepas del ciliado modelo T. thermophila 
empleadas en este trabajo. A nivel micronuclear: chx1-1: gen que confiere resistencia a la cicloheximida. 
mpr1: gen de resistencia a 6-metilpurina. mpr1-1: alelo mutante que confiere resistencia a la 6-metil-
purina. btu1-1: alelo mutante del gen BTU1 (K350M) que confiere hipersensibilidad a paclitaxel. A nivel 
macronuclear: cycl-S: sensible a la cicloheximida. mp-R: resistencia a la 6-metilpurina. mp-S: sensibilidad 
a 6-metilpurina. pac-S: sensibilidad a paclitaxel. pm-S: sensibilidad a paramomicina. En números romanos 
se indica el tipo conjugante de cada cepa.
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recogidas mediante centrifugación a .00 g durante 3 minutos, y fueron resuspendidas en 
una solución crioprotectora de DMSO al 0 % en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 7,5. La suspensión 
celular (~ x05 células/ml) fue incubada en esta solución a temperatura ambiente durante 
30 minutos, transferida a -80 ºC durante 4 horas, y finalmente almacenada en un contenedor 
especial de N
2
 líquido.
2MEDIOSDECULTIVO
 Los medios de cultivo empleados para el crecimiento y mantenimiento de los distintos 
microorganismos utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla 6. 
3SOLUCIONESYTAMPONES
 La composición y utilidad de los diferentes tampones y soluciones empleados en este 
trabajo se detalla en la Tabla 7.
Medio de
cultivo 
Composición Aplicación 
Luria Bertani 
(LB)
(Pronadisa) 
Triptona 10 g/l 
Extracto de levadura 5 g/l 
NaCl 5 g/l 
Agar bacteriológico 15 g/l (para LB agar) 
Cultivo de 
E. coli 
SOC (Invitrogen) 
Triptona 2 % 
Extracto de levadura 0,5 % 
NaCl 10 mM 
KCl 2,5 mM 
MgCl2 10 mM  
MgSO4 10 mM 
Glucosa 20 mM 
Cultivo de 
E. coli TOPO 10  
inmediatamente  
después de  
la transformación 
PP210 
Proteosa petona 2 % (Difco) 
suplementado con: 
FeCl3 10 ?M (Sigma) 
Estreptomicina /Penicilina G 250 ?g/ml (Sigma) 
Anfotericina B 0,250 ?g/ml (Sigma) 
SPP
Proteosa petona 2 % (Difco) 
Extracto de levadura 0,1 % (Difco) 
Glucosa 0,2 % (Sigma) 
Fe-EDTA 0,003 % (Sigma) 
SPPA 
Proteosa petona 2 % (Difco) 
Extracto de levadura 0,1 % (Difco) 
Glucosa 0,2 % (Sigma) 
Fe-EDTA 0,003 % (Sigma) 
suplementado con: 
Estreptomicina /Penicilina G  250 ?g/ml (Sigma) 
Anfotericina B 0,250 ?g/ml (Sigma) 
Cultivo de 
las distintas  
especies y cepas 
de Tetrahymena
SOJA H2O bidestilada estéril 
1 semilla de Glycine max (soja) 
Mantenimiento de cepas de 
Tetrahymena a medio plazo 
Tabla6. Medios de cultivo empleados para el crecimiento y mantenimiento de los microorganismos utilizados en 
este trabajo.
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Solución Composición Aplicación 
Reactivo de Bradford 
Azul Coomasie G-250 0,05 % 
(BioRad)  
Ácido fosfórico 42,5 % (Panreac) 
Método Bradford 
Solución de bloqueo 10x 
(Roche) 
Blocking reagent 10 %  
en tampon maleico. 
Bloqueo de uniones 
inespecíficas a la membrana 
Solución  
crioprotectora de  
Glicerol
CaCl2 100 mM (Panreac) 
Glicerol al 15% (Panreac) 
Solución crioprotectora para 
mantener clones de E. coli
congelados a -80 ºC 
Solución  
crioprotectora de  
DMSO 
Tampón Tris HCl 0,01 M pH 7,5 
DMSO 10 % (Merck) 
Solución crioprotectora para 
mantener cepas de Tetrahymena
congeladas en N2 líquido 
Solución de  
Desnaturalización 
NaCl 1,5 M (Panreac) 
NaOH 0,5 M (Panreac) 
Desnaturalización de ADN en 
geles de agarosa 
Solución de 
Neutralización  
Tris HCl 0,5 M pH 7,2 
NaCl 1 M ((Panreac) 
Neutralización de geles de 
agarosa previa a la transferencia 
a nylon+
Tampón Composición Aplicación 
Tampón BamHI 10x 
(Fermentas) 
Tris HCl 10 mM pH 8.0 
MgCl2 5 mM, KCl 100 mM  
Triton X-100 0,02% 
1 mM 2-mercapthoethanol 
BSA 0,1 mg/ml 
Digestión de ADN con la 
endonucleasa BamHI 
Tampón de carga 5x 
para electroforesis de ADN  
en geles de poliacrilamida 
Tampón Tris-HCl 300 mM pH 7,5 
Glicerol 50 % (Panreac) 
Azul de bromofenol 0,05 % 
(BioRad) 
Xileno cianol FF 0,05 % (BioRad) 
Tampón de carga de  
electroforesis de ADN en geles 
de poliacrilamida en ensayos 
EMSA
Tampón de carga 5x 
para electroforesis de ARN 
Glicerol 20 % (Panreac) 
EDTA 4 mM pH 8 (BM) 
Formaldehído 8,9 M (Merck) 
Formamida 30 % (Merck) 
Tampón FA 2x 
Azul de Bromofenol (BioRad) 
(saturación)
Tampón de carga de  
muestras de ARN 
Tampón de detección Tampón Tris HCl 0,1 M pH 9,5 
NaCl 0,1 M (Panreac) 
Tampón de fosfatasa alcalina 
Tampón de DNasa 10x 
(Ambion) 
Tampón Tris 100 mM, 
 MgCl2 25 mM, CaCl2 1 mM 
Incubación enzima DNasa  
(Ambion) 
Tampón de electroporación Hepes 10 mM pH 7,5 (Sigma) Tampón de electroporación 
Tampón de 
electrotransferencia  
Tris 0,25 M (Amresco) 
Glicina 1,92 M (Sigma) 
 Metanol 20 % (Merk) 
Tampón de electrotransferencia 
de proteínas a membrana PVDF. 
Tampón de extracción 
Tampón Tris HCl 50 mM pH 8 
NaCl 0,5 M (Panreac) 
Glicerol 10 % (Panreac) 
DTT 1mM (Merck) 
PMSF 1mM (Sigma) 
EDTA 0,1 mM (BM) 
Extracción de proteínas 
nucleares 
Tampón FA 10 x 
MOPS 200 M (Roche) 
Acetato sódico 50 mM (Panreac) 
EDTA 10 mM (BM) 
Ajustado a pH 7 con NaOH 
Tampón de electroforesis de 
ARN en condiciones 
desnaturalizantes 
Tampón de lavado de 
membranas 
(Roche) 
Ácido maleico 0,1 M pH 7,5 
NaCl 0,15 M 
Tween 20 0,3 % 
Lavado de membranas  
de nylon+ o PVDF 
Tabla7. Soluciones y tampones utilizados.
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Tampón Composición Aplicación 
 Tampón de lisis de 
Tetrahymena
Tampón Tris-HCl 10 mM pH 7,5 
MgCl2 10 mM (Sigma) 
Sacarosa 250 mM (Panreac) 
Triton X-100 0,5 % (Merk) 
Ruptura de membrana 
citoplasmática 
Tampón de unión  
ADN-proteína (binding buffer)
Tampón Tris-HCl 10mM pH 7,5 
NaCl 50 mM (Panreac) 
MgCl2 2,5 mM (Sigma) 
Glicerol 4 % (Panreac) 
DTT 0,5 mM (Merk) 
(en H2O Milli Q) 
Unión de proteínas a ADN en 
ensayos EMSA 
Tampón Cacodilato Cacodilato sódico 200 mM 
pH 7,2 
Preparación soluciones para 
microscopía electrónica 
Tampón CCLR (Promega) Composición desconocida Tampón de lisis celular 
Tampón DIG Easy Hyb
(Roche) 
Composición desconocida Hibridación de fragmentos de 
ADN con sondas ADN-DIG 
Tampón Dryl  
(Dryl 1959) 
Citrato de sodio 2 mM (Panreac) 
NaH2PO4 1 mM  (Panreac) 
NaHPO4 1 mM  (Panreac) 
CaCl2 1,5 mM  (Panreac) 
Tratamiento de inanición 
Tampón DMC 
Dilución 1/10 de tampón Dryl 
 suplementado con: 
MgCl2 0,1 mM   (Panreac) 
CaCl2 0,5 mM  (Panreac) 
Lavado de células e inducción 
del proceso de conjugación en 
T. thermophila
Tampón EB  
(Qiagen) 
Tris HCl, pH 8.5  
10 mM 
Elución de ADN purificado en 
columnas de fibra de vidrio 
Tampón G 10 x  
(Fermentas) 
Tampón Tris-HCl 10 mM pH 7.5 
MgCl2 10 mM 
NaCl 50 mM  
BSA 0,1  mg/ml  
Digestión de ADN con las 
endonucleasas  
ApaI y XhoI (Fermentas) 
Tampón H 10x  
(Takara) 
Tampón Tris HCl 500mM pH 7,5 
MgCl2 100 mM 
DTT 10 mM 
500 mM NaCl 
Digestión de ADN con la 
endonucleasa EcoRI (Takara) 
Tampón Hepes 10 mM  
pH 7,5 
Hepes 10 mM (Sigma) 
Ajustado a pH 7,5 con NaOH 
Tampón de electroporación 
Tampón Hepes 50 mM  
pH 7 
Hepes 50 mM (Sigma) 
Ajustado a pH 7,5 con NaOH 
Lavado de células 
Tampón Maleico pH 7,5 
(Roche) 
Ácido maleico 0,1 M   
NaCl 0.15 M 
Dilución de solución de bloqueo 
Tampón NDS 1x TrisHCl 10 mM pH 8 (Amresco) 
EDTA 0,5 mM (BM)  
SDS 1% (Panreac) 
Tampón de lisis celular para 
aislamiento de ADN genómico 
de Tetrahymena
Tampón NEB1 
 (NEB) 
 BisTris-Propano-HCl 10 mM
pH 7.0  
MgCl210 mM, DTT 1 mM 
Digestión de ADN con las 
endonucleasas KpnI y SacI
(NEB) 
Tampón RTL 1x 
 (Qiagen) 
Composición desconocida Tampón de lisis celular para 
aislamiento de ARN total 
Tampón SSC 20x 
(Pronadisa) 
NaCl 3 M 
Citrato de sodio 0,3 M pH 7,0. 
Tampón de transferencia de 
ADN de geles de agarosa a 
membrana de nylon+
Tampón SSC 2x  
/ 0,1 % SDS 
Tampón SSC 2x 
SDS 0,1 % (Panreac) 
Lavado de nylon+
Tampón SSC 0,5x  
/ 0,1 % SDS 
Tampón SSC 0,5x  
SDS 0,1 % (Panreac) 
Lavado de nylon+
Tampón TAE 50x 
(National Diagnostics) 
Tris Acetato 2 M 
Na2EDTA 100 mM 
Tampón de electroforesis  
de ADN en geles de agarosa 
Tabla7. (continuacíón) Soluciones y tampones utilizados.
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MÉTODOS
4TRATAMIENTOSCONAGENTESESTRESANTES
 Para los estudios realizados en este trabajo, las diferentes cepas de Tetrahymena em-
pleadas fueron sometidas a diferentes condiciones de estrés, como se refleja en la Tabla 8. 
 Para los estudios de análisis de expresión génica, se empleó cada metal a una concen-
tración de aproximadamente la mitad de su CL
50
, que produce una escasa mortalidad celular. 
El metal se adicionó al cultivo en forma de sal metálica disuelta en el medio PP20, a una con-
centración tal que se alcanzase la concentración final del metal deseada (Tabla 9). Este mismo 
procedimiento se siguió para los tratamientos con paraquat (PQ). 
 Sin embargo, para el resto de los estudios se empleó un amplio rango de concentra-
ciones metálicas de acuerdo con la finalidad de cada experimento. En este caso, el metal se 
adicionó al cultivo en forma de sal metálica disuelta en el mismo medio donde se realizase el 
tratamiento (PP20 o tampón Tris-HCl 0,0 M pH  6,8), a una concentración tal que se alcanzase 
la concentración final deseada del metal (Tabla 9). 
Tampón Composición Aplicación 
Tampón TBE 10x 
(Pronadisa) 
Tris base 0,5 mM 
H2BO3 0,89 M 
Na2EDTA 20 mM 
Tampón de electroforesis de 
ADN en geles de poliacrilamida 
no desnaturalizantes 
Tampón TE Tris 10 mM (Amresco) 
EDTA 1 Mm pH 7,5 (BM) 
Resuspender ADN 
Tampón TEN 
Tampón Tris HCl pH 8 
EDTA pH 8 1 mM (BM) 
NaCl 50 mM (Panreac) 
Alineamiento de fragmentos de 
ADN empleados en EMSA 
Tampón TNED 
Tampón Tris 10 mM pH 7,5 
NaCl 50 Mm (Panreac) 
EDTA 0,1 mM (BM) 
DTT 1mM (Merk) 
Renaturalización de las 
proteínas unidas a la membrana 
PVDF en Southwestern blotting 
Tampón Tris Glicina 10x 
(National Diagnostics) 
Tris base 0,25 M 
Glicina 1,92 M 
Electrotransferencia  
de proteínas 
Tampón Tris Glicina SDS 10x 
(National Diagnostics) 
Tris base 0,25 M 
Glicina 1,92 M 
SDS 1 % 
Tampón de electroforesis de 
proteínas SDS-PAGE 
Tampón Tris Glicina Metanol  Tampón Tris Glicina 1x (ND) 
Metanol 20 % (Merk) 
Electrotransferencia  
de proteínas 
Tampón Tris-HCl 0,1 M  
pH 6,8 
Tris base 0,1 M (Amresco) 
Ajustado a pH 6,8 con HCl. 
Lavado de células 
Tampón Tris-HCl 0,1 M  
pH 7,5 
Tris base 0,1 M (Amresco) 
Ajustado a pH 7,5 con HCl. 
Lavado de células 
Tampón Tris-HCl 0,01 M pH 
6,8 EDTA 5 mM 
Tampón Tris-HCl 0,01 M pH 6,8 
EDTA 5 mM 
Lavado de células 
Tabla7. (continuación) Soluciones y tampones utilizados.
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Agente 
estresante 
Procedimiento Tiempo de exposición 
(horas) 
Metal pesado 
Cultivo celular al que se 
adiciona la sal metálica 
correspondiente a una 
concentración final determinada 
1, 2, 24 y 96 
Choque térmico Cultivo celular sometido a un 
choque térmico de 4 ó 42 ºC 
2
pH
Cultivo celular transferido a 
medio de cultivo con pH ácido 
(pH 5)  o básico (pH 9) 
24
Estrés oxidativo 
Cultivo celular al que se añade 
paraquat a una concentración 
final de 7,78 x 10-9 M
24
Inanición Cultivo celular transferido a 
tampón Dryl. 
24 y 96 
Ensayo Metal 
pesado 
Sal metálica  
empleada 
Concentración 
del átomo 
metálico
(M) 
Condiciones  
de exposición 
(medio y Tº) 
Tiempo de 
exposición
(horas) 
Cd CdCl2 4,45 x 10-5 1 y 24 
Cu Cu SO4?5H2O 3,15 x 10-4 1 y 24 
Zn ZnSO4?7H2O 3,82 x 10-3 1 y 24 
Ni NiCl2?6H2O 1,70 x 10-3 1 y 24 
Pb Pb(NO3)2 9,65 x 10-4 1 y 24 
Análisis de la 
expresión
génica 
As NaHAsO4?7H2O 1,00 x 10-4
PP210 
30 ºC 
1 y 24 
Análisis del 
motivo MTCM1 Cd CdCl2 9 x 10-7 2
Análisis por 
microscopía
electrónica
Cd CdCl2 8 x 10-6
9 x 10-7
2 y 24 
Expresión de la 
GFP Cd CdCl2 9 x 10-7 2 y 24 
Cd CdCl2 2
Cu Cu SO4?5H2O 2
Zn ZnSO4?7H2O 2
Pb Pb(NO3)2 2
As NaHAsO4?7H2O 2
Expresión de 
Luciferasa 
Hg HgCl2
5 x 10-9
a
5 x 10-4
TrisHCl
0,01 M  
pH  6,8  
30 ºC 
2
Análisis de la 
presencia de FQs 
Cd CdCl2 2,67 x 10-5 PP210 
30 ºC 
24 y 96 
Tabla8Condiciones de estrés a las que fueron sometidas las cepas y/o especies de Tetrahymena empleadas en 
este trabajo.
Tabla9. Condiciones empleadas en los diferentes tratamientos con metales pesados. 
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5AISLAMIENTODEÁCIDOSNUCLEICOS
5.1AislamientodeADNtotal
Para el aislamiento de ADN total, los cultivos de Tetrahymena en fase exponencial tar-
día de crecimiento (~-3 x 05 cel/ml) fueron  centrifugados a 500 g durante 3 minutos. Des-
pués de la retirada del medio de cultivo, las células fueron lavadas con tampón Tris-HCl 0,0 
M pH 6,8 con el fin de eliminar restos del medio de cultivo. Tras la centrifugación las células 
fueron inmediatamente resuspendidas en 500 µl de tampón NDS (Tabla 7) conteniendo 2 mg/
ml de Proteinasa K (Sigma). Tras una incubación de 24-48 horas a 37 ºC se procedió a la ex-
tracción con fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25/24/) (Merk) seguida de extracción con 
cloroformo/alcohol isoamílico (24/), según el protocolo indicado en Hamilton y Orias (2000). 
Finalmente el ADN fue precipitado añadiendo dos volúmenes de etanol absoluto (Merk) y 0, 
volúmenes de acetato sódico 3 M (Panreac), lavado con etanol al 70 % y 00 % y resuspendido 
en H
2
0 Milli Q (Millipore). En los casos en que no se requería un ADN de elevada pureza pero 
sí mayor rapidez en el proceso de extracción, se siguió el protocolo de Martín-Platero et al. 
(2007).
Para eliminar la posible contaminación del ADN total con restos de ARN, todas las 
muestras fueron tratadas con 5 µg/ml RNasa libre de DNasa (Roche) a 37 ºC durante 2 horas. 
Finalmente, el ADN se conservó disuelto en H
2
0 Milli Q (Millipore) congelado a -20 ºC hasta su 
utilización. 
La concentración del ADN extraído se deter-
minó a partir de la medida de absorbancia a 260 nm, 
mediante la ecuación [ADN] (µg/ml) = A
260
 x D x 50 
µg/ml, donde D es el factor de dilución empleado. 
Igualmente, el grado de pureza se estimó especto-
fotométricamente como el cociente entre las absor-
bancias a 260 y 280 nm, obteniéndose valores den-
tro del intervalo ,8-2,. El nivel de integridad del 
ADN se comprobó mediante electroforesis en gel 
de agarosa al   % en tampón TAE x (apartado 7., 
R). El ADN genómico total (micronuclear y macro-
nuclear) de los ciliados T. thermophila y T. rostrata se 
detecta como una única banda en el límite superior 
de resolución electroforética (Figura 7). 
M1 1 M2 2 M2 3
Figura7.  Aislamiento de ADN total de diferen-
tes cepas y/o especies de Tetrahymena. Carril : 
T. thermophila cepa SB969. Carril 2: T. thermo-
phila cepa CU522. Carril 3: T. rostrata cepa ID-3. 
M: marcador de tamaño molecular M-II (rango 
0,2 – 23, kbp) (Roche). M2: marcador M-VI 
(0,5 – 2, kbp) (Roche).
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5.2AislamientodeARNtotal
Para el aislamiento de ARN total, los cultivos de Tetrahymena (~-3 x 05 cel/ml) fueron 
centrifugados a 500 g durante 3 minutos. El sedimento celular fue lavado en tampón Tris-HCl 
0,0 M pH 6,8 e inmediatamente resuspendido en el tampón de lisis RTL (Qiagen) (Tabla 7) 
conteniendo % de β-mercaptoetanol (Bio-Rad), continuando así con el protocolo de extrac-
ción suministrado en el kit comercial RNeasy Mini Kit (Qiagen). Tanto el material como las solu-
ciones empleadas para el aislamiento de ARN, fueron tratados con dietil pirocarbonato (DEPC) 
(Sigma) al 0,% (v/v) en H
2
O bidestilada durante 24 horas a 37 ºC, con el fin de inactivar las 
RNasas presentes en el medio. 
Para eliminar la posible contaminación con ADN celular, todas las muestras fueron tra-
tadas con DNasa I libre de RNasa (Ambion). Para ello, se incubaron -20 µg de ARN total con 0 
unidades de la DNasa en presencia del tampón de la enzima (Tabla 7) durante 30 minutos a 
37 ºC. Posteriormente se inactivó la enzima añadiendo 0,% (v/v) del reactivo de inactivación 
suministrado por el kit, y el ARN total se conservó en agua libre de RNasas congelado a -80ºC 
hasta su utilización.   
La concentración del ARN se determinó a partir de la medida de absorbancia a 260 nm, 
mediante la ecuación [ARN] (µg/ml) = A
260
 x D x 40 
µg/ml, donde D es el factor de dilución empleado. 
El grado de pureza se estimó como el cociente en-
tre las absorbancias a 260 y 280 nm, obteniéndose 
valores dentro del intervalo ,8-2,.El grado de in-
tegridad se determinó mediante electroforesis de 
ARN en geles desnaturalizantes de agarosa al ,2 
% (apartado 2.2.4.2), empleando como referencia 
la integridad de las bandas correspondientes a los 
ARNs ribosómicos (Figura 8), mucho más abun-
dantes que el resto de poblaciones de ARNs. 
5.3AislamientodeADNplasmídico(miniprep)
 Para el aislamiento de ADN plasmídico se empleó el kit comercial QIAprep Spin Mini-
prep Kit (Qiagen), siguiendo el protocolo recomendado para células animales. Este kit se basa 
en la lisis celular mediante NaOH y posterior precipitación del ADN cromosómico junto con 
los restos celulares. El ADN plasmídico, presente en el sobrenadante, se pasa a través de una 
columna de fibra de vidrio donde queda retenido. Tras varios pasos de lavado, el ADN plasmí-
dico es eluido en un tampón con baja concentración de sales y se conserva a -20 ºC hasta su 
utilización. 
1 2 3 4
28 S
18 S
Figura8.Ejemplos de ARN total aislado y purifica-
do a partir de distintos cultivos (carriles -4) de T. 
thermophila expuestos a diferentes condiciones de 
estrés.
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5.4ExtraccióndebandasdeADNdegelesdeagarosa
 Las bandas seleccionadas fueron cortadas con una cuchilla estéril bajo iluminación 
con luz UV. Para la extracción de los fragmentos de ADN de los geles de agarosa se empleó el 
kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), siguiendo el protocolo suministrado por la casa comer-
cial. Tras fundir la agarosa a 50 ºC en el tampón suministrado, se añadió a esta mezcla isopro-
panol 00 % (Merk) en relación 3: (muestra/isopropanol) y se pasó a través de una columna 
de fibra de vidrio que retiene fragmentos de ADN escindidos. Tras varios pasos de lavado, el 
ADN fue eluido en el tampón EB suministrado (Tabla 7). En aquellos casos en que se pretendía 
recuperar una mayor cantidad de fragmentos de ADN de gran tamaño (>2-3 kb), se empleó 
tampón EB precalentado a 70 ºC para la elución. El ADN aislado se conservó a -20 ºC hasta su 
utilización.
6AMPLIFIACIÓNGÉNICAPORPCR
6.1Cebadoresutilizados
 Los oligonucleótidos empleados en este trabajo fueron sintetizados por las casas co-
merciales Invitrogen e IDT, y purificados mediante cromatografía en fase reversa por la casa 
comercial correspondiente. Su secuencia y características se detallan en las Tablas 0 y .
6.2PCRestándar
 Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en el termocilador Mastercycler gradient 
(Eppendorf ), en tubos eppendorf de 0,2 ml. El volumen total de cada reacción fue de 50 ml 
conteniendo: tampón de amplificación x (Applied Biosystems),  MgCl
2
 2,5 mM (Applied Bio-
systems), 0,2 mM de los distintos dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (Applied Byosystems), 0,2 mM 
de los diferentes cebadores, ,25 unidades de la enzima Taq ADN polimerasa AmpliTaq goldTM 
(Applied Biosystems), y 00 ng de ADN molde. En cambio, para amplificar fragmentos de ADN 
de gran longitud (>2kb) se empleó la enzima KOD XL DNA Polymerase (Novagen), debido a su 
mayor capacidad de amplificación. En este caso cada reacción contenía en un volumen total 
de 50 ml: tampón de amplifiación x (Novagen), 200 mM de los distintos dNTPs (Novagen), 0,2 
mM de los diferentes cebadores, 2,5 unidades de la enzima KOD XL DNA Polymerase (Novagen) 
y 00 ng del ADN molde. Las condiciones de PCR estándar aplicadas para cada una de las ADN 
polimerasas empleadas en este trabajo se muestran en las Tablas 6 y 7.
Materiales y Métodos
47
C
eb
ad
or
 
Se
cu
en
ci
a
(5
’ ?
 3
’)
 
%
(G
 +
C
) 
T
m
 (º
C
) 
(5
0 
m
M
 N
a+
)
A
pl
ic
ac
ió
n 
M
TT
5A
 
A
TG
G
A
TA
A
A
A
TT
TC
TG
G
TG
A
A
A
G
 
30
50
M
TT
5B
 
TC
A
G
C
A
A
C
TA
C
C
TC
C
A
G
G
G
C
 
60
59
A
m
pl
ifi
ca
ci
ón
 O
R
F 
Tt
he
M
TT
5
FQ
SN
1 
A
TG
TC
TC
G
TT
C
A
C
TA
TT
C
A
A
 
35
 
49
 
FQ
SN
3 
G
A
A
A
A
A
G
C
C
TA
A
A
A
C
A
A
A
TA
 
25
 
45
 
FQ
S1
 
A
TG
TC
TC
G
TT
C
A
C
TA
TT
C
A
A
G
A
 
36
52
FQ
S2
 
TC
A
A
C
TT
TA
A
A
A
A
A
G
A
TT
A
T 
15
 
41
 
A
m
pl
ifi
ca
ci
ón
 O
R
F 
Tt
?
PC
S
M
ET
1 
A
A
Y
TG
Y
TG
Y
TG
Y
G
G
W
G
A
R
A
A
Y
 
42
49
M
ET
2
TC
R
G
TR
C
A
R
C
A
R
G
C
Y
TT
R
G
C
Y
 
54
53
A
m
pl
ifi
ca
ci
ón
 O
R
F 
Tr
os
M
TT
1
M
TC
U
1 
A
TG
G
A
Y
A
C
TC
A
A
A
C
TC
A
A
A
C
 
37
 
49
 
M
TC
U
2 
TT
A
C
A
G
TT
G
G
A
A
G
TA
G
A
A
C
C
 
40
 
49
 
A
m
pl
ifi
ca
ci
ón
 O
R
F 
Tr
os
M
TT
2
M
TT
5C
D
SA
1
C
A
TC
TC
G
A
G
A
TG
G
A
TA
A
A
A
TT
TC
TG
G
TG
A
A
A
G
C
 
39
 
60
 
M
TT
5C
D
SB
1
C
TG
G
G
G
C
C
C
TC
A
G
C
A
A
C
TA
C
C
TC
C
A
G
G
 
66
 
68
 
A
m
pl
ifi
ca
ci
ón
 O
R
F 
Tt
he
M
TT
5
M
TT
1C
D
SA
1
C
A
TC
TC
G
A
G
A
TG
G
A
TA
A
A
G
TT
A
A
TA
G
C
TG
TT
G
C
 
39
 
60
 
M
TT
1C
D
SB
1
C
TG
G
G
G
C
C
C
TC
A
TT
TA
C
A
A
C
A
TT
A
A
C
A
A
G
TC
TA
 
42
 
62
 
A
m
pl
ifi
ca
ci
ón
 O
R
F 
Tt
he
M
TT
1
M
TT
1U
TR
A
 
A
TA
G
G
A
TC
C
C
A
A
TA
A
A
TA
A
TA
G
C
A
A
TG
A
C
TA
TA
C
 
29
56
M
TT
1U
TR
B
A
TG
A
A
G
C
TT
G
C
C
A
TT
A
TT
TT
A
A
G
TT
TA
G
TA
TT
A
TT
A
TT
TA
TT
TT
A
TT
A
G
 
18
57
A
m
pl
ifi
ca
ci
ón
 d
e 
la
 re
gi
ón
 
5’
 U
TR
 d
e 
Tt
he
M
TT
1
M
TT
5U
TR
A
2
A
TA
G
G
A
TC
C
G
A
TT
A
A
A
A
TG
G
A
G
A
TC
TT
TA
TG
A
G
 
33
57
M
TT
5U
TR
B
2
A
TG
A
A
G
C
TT
G
C
C
A
TA
TT
TT
TA
A
TC
TG
A
TA
TA
TT
A
TA
TT
G
A
TT
A
T 
20
57
A
m
pl
ifi
ca
ci
ón
 d
e 
la
 re
gi
ón
 
5’
 U
TR
 d
e 
Tt
he
M
TT
5
5 
U
TR
B
TU
 
TG
A
G
A
G
A
TA
TA
G
TA
A
TG
C
 
33
42
3 
U
TR
B
TU
A
 
TC
G
G
TC
A
G
C
TA
A
A
C
C
A
A
C
 
50
52
3 
U
TR
B
TU
B
 
A
TG
C
G
G
G
TG
A
G
TG
C
A
G
A
A
 
55
57
PB
TR
ev
 
TC
TT
C
C
A
G
C
G
G
A
TA
G
A
A
TG
G
C
G
C
 
56
 
62
 
PB
TF
w
 
G
A
G
G
TA
G
A
G
C
TA
A
A
A
TG
A
G
A
G
A
TA
TA
G
TA
A
TG
C
 
36
 
57
 
A
ná
lis
is
 g
en
óm
ic
o 
m
ed
ia
nt
e 
PC
R
 
es
tá
nd
ar
 d
e 
lo
s t
ra
ns
fo
rm
an
te
s 
de
T.
 th
er
m
op
hi
la
 
ob
te
ni
do
s e
n 
es
te
 tr
ab
aj
o 
M
ET
1 
A
A
Y
TG
Y
TG
Y
TG
Y
G
G
W
G
A
R
A
A
Y
 
42
49
M
TT
1T
R
B
C
A
TT
TA
C
A
A
G
C
A
TC
A
C
C
A
G
TA
 
38
51
M
TC
U
3 
A
TG
TG
G
TT
C
TA
C
 
41
32
R
A
C
E
Ta
b
la
1
0
. S
ec
u
en
ci
a 
d
e 
lo
s 
ce
b
ad
o
re
s 
em
p
le
ad
o
s 
en
 re
ac
ci
o
n
es
 d
e 
PC
R 
es
tá
n
d
ar
 y
 R
A
C
E.
 R
=
A
 o
 G
; W
 =
 A
 o
 T
; Y
 =
 C
 o
 T
. S
e 
m
u
es
tr
a 
la
 te
m
p
er
at
u
ra
 d
e 
fu
si
ó
n
 te
ó
ri
ca
 (T
m
) p
ar
a 
ca
d
a 
ce
b
ad
o
r.
C
ad
a 
ce
b
ad
o
r 
p
re
se
n
ta
 e
n
 s
u
 e
xt
re
m
o
 5
’ l
a 
d
ia
n
a 
d
e 
la
 e
n
zi
m
a 
d
e 
re
st
ri
cc
ió
n
 X
ho
 
(C
’T
C
G
A
G
) 
o
 A
pa
I (
G
G
G
C
C
’C
), 
p
er
m
it
ie
n
d
o
 a
sí
 q
u
e 
el
 p
ro
d
u
ct
o
 a
m
p
lifi
ca
d
o
 p
o
r 
PC
R 
p
u
ed
a 
se
r 
in
se
rt
ad
o
 e
n
 e
l 
ve
ct
o
r d
e 
ex
p
re
si
ó
n
 p
V
G
F.
M
TT
 (a
p
ar
ta
d
o
 8
.3
.2
, M
Y
M
). 
2 C
ad
a 
ce
b
ad
o
r p
re
se
n
ta
 e
n
 s
u
 e
xt
re
m
o
 5
’ l
a 
d
ia
n
a 
d
e 
la
 e
n
zi
m
a 
d
e 
re
st
ri
cc
ió
n
 B
am
H
I (
G
’G
AT
C
C
) o
 H
in
d
III
 (A
’A
G
C
TT
), 
p
er
m
it
ie
n
d
o
 a
sí
 q
u
e 
el
 p
ro
d
u
ct
o
 a
m
p
lifi
ca
d
o
 p
o
r P
C
R 
se
a 
in
cl
u
id
o
 e
n
 e
l v
ec
to
r p
B
t(
-7
)L
u
c 
(a
p
ar
ta
d
o
 8
.3
.2
, M
Y
M
)
Materiales y Métodos
48
Cebador Secuencia
(5’ ? 3’) 
%
(G+C) 
Tm
(ºC) 
Ampl 
(pb) 
Tm Ampl 
(ºC) 
ATUBQ1 TGTCGTCCCCAAGGAT 56 52 
ATUBQ2 GTTCTCTTGGTCTTGATGGT 45 52
54 73
MTT1QA TGTAAATGCTAAGCCA 37 44
MTT1QB AAAGCAGCAGGGTTTAG 47 49 
193 79
MTT3QA ACAATGTAATTGTGCTT 29 44 
MTT3QB TAAGCAGCTGGATTTGA 41 48
157 75
MTT5QA TGTGTCGGTTCAGGAGAAGGA 52 58 
MTT5QB AGGTCCGCATTTACATTCAGCTT 43 58
78 74
FQSQA TATTAGAGGAAAAGAGTGAAGTAGGA 34 53 
FQSQB AGCGATCAATGGAGCATA 44 51
68 71
MTT1TRQA TGTTGCAAGCCTGACACTA 47 54
MTT1TRQB CATTTACAAGCATCACCAGTA 38 51
56 70
MTT2TRQA AATGCGGTGTTTCTGATG 44 51
MTT2TRQB CAATCAGCACATTTGCAA 38 50
52 71
GFPQA CTACCCGAGCACCCAGTC 66 57 
GFPQB ACGAACTCCAGCAGGAC 58 54 
80 75
LucQA TCAAGTAACAACCGCGA 47 51
LucQB TTTCGGTACTTCGTCCAC 50 52
61 74
AP1IQA AAGCTCTAAAGCTAGTGCAA 40 52
AP1IQB CATTTATGCTGATTCGATTT 30 47
63 69
AP1IIQA TTGCATTTTGGTGATGTC 38 49
AP1IIQB GCTCAAGAAAGCATTTACC 42 50 
76 69  
AP1IIIQA TGGAGCAACTGGAAGAAT 44 51 
AP1IIIQB GAACGATTTATACATGTGCTTA 31 49
67 69
Etapas de  
amplificación 
Nº
ciclos
Temperatura 
 (ºC) 
Tiempo
(min)
Desnaturalización 95 5 x 10-1
Reasociación 30 Tm – 5 ºC 8 x 10-2
Polimerización 74 ºC 1 / 1kb 
Extensión final 1 74 10
Etapas de 
 amplificación 
Nº
ciclos
Temperatura  
(ºC) 
Tiempo
 (min) 
Desnaturalización inicial  1 95 7
Desnaturalización 95 1
Reasociación 30 50 1
Polimerización 72 2
Extensión final 1 72 5
Tabla11.Secuencias de los cebadores empleados en las distintas reacciones de RT-PCR cuantitativa realizadas en 
este trabajo. Se muestran la temperatura de fusión teórica (Tm) de cada cebador, así como la Tm y longitud (pb) del 
fragmento que amplifica cada pareja empleada.
Tabla12.Condiciones y etapas de amplificación mediante PCR estándar empleando la enzima AmpliTaq ADN po-
limerasa. La temperatura óptima de reasociación (Tm) para todos los cebadores empleados en este trabajo se fijó 
en 50 ºC.
Tabla13.Condiciones y etapas de amplificación mediante PCR estándar empleando la enzima KOD XL ADN poli-
merasa. La temperatura óptima de reasociación (Tm) para todos los cebadores empleados en este trabajo se fijó 
en 50 ºC.
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6.3RT-PCR
La síntesis de la primera cadena de ADNc a partir de ARNm se realizó según el proto-
colo suministrado en el kit 1st Strand cDNA Synthesis kit for RT-PCR (AMV) (Roche). Para ello se 
empleó el cebador poli(dT)
5
 en un volumen de reacción de 20 µl que contenía: tampón de re-
acción x, MgCl
2
 5 mM, dNTPs mM, ,6  µg del cebador poli(dT)
5
, 50 unidades de inhibidor de 
RNAsas, 20 unidades de la retrotranscriptasa RT AMV, y 5 µg de ARN. Posteriormente el ADNc 
sintetizado fue amplificado por PCR empleando los cebadores específicos de la secuencia de 
interés, y aplicando las condiciones de PCR estándar descritas en el apartado anterior. La canti-
dad (µg) de ARN total empleada para cada reacción fue presumiblemente la misma, con el fin 
de comparar distintas muestras control y tratadas en los diferentes experimentos. Para ello, el 
ARN total fue cuantificado espectofotométricamente según se describe en el apartado 7.2.
6.4RACE(RapidAmplificationofcDNAEnds)
 Para obtener la secuencia completa de algunos tránscritos se aplicó la ténica 5’/3’             
RACE. Esta metodología permite amplificar la secuencia nucleotídica completa de un ARNm 
molde si se conoce su región interna. Para ello, a partir de la secuencia interna conocida, se 
diseñaron dos cebadores específicos (Tabla 0) orientados en sentido opuesto que dirigen la 
amplificación de moléculas de ADNc solapantes, y se aplicaron los protocolos suministrados 
en los kits 5’ / 3’ RACE kit 2nd generation system (Roche) y 3’ RACE system for rapid amplification of 
cDNA ends (Invitrogen). 
6.5RT-PCRcuantitativaoatiemporeal
Los ADNc sintetizados según se describe en el 6.3 se amplificaron por duplicado en 
placas de 96 pocillos (Applied Biosystems), empleándose el agente intercalante de ADN SYBR 
Green como detector. Cada reacción de PCR contenía, en un volumen total de 20 µl, la mezcla 
maestra SYBR Green PCR Master Mix x (Applied Biosystems), 300 nM de cada uno de los dos 
cebadores específicos y 5 µl de una dilución /0 del ADNc molde (aproximadamente 0,25 
µg) (apartado 6.3). Las reacciones de PCR a tiempo real se llevaron a cabo en un termociclador 
ABI PRISM 7700 HT Real Time PCR System o ABI PRIMS 7900 HT Real Time PCR System (Applied 
Biosystems), utilizando el siguiente programa: 0 minutos a 95 ºC, seguido de 40 ciclos (5 
minutos a 95 ºC y  minuto a 50 ºC). Las secuencias de cada uno de los cebadores empleados 
se muestran en la Tabla .  
Se realizaron dos tipos de control: a) Controles RT-, para detectar la posible amplifi-
cación a partir de ADN genómico (no eliminado tras el tratamiento con DNasa I) presente en 
las muestras de ARN. En estos controles la reacción de PCR se lleva a cabo usando ARN como 
molde, en lugar de ADNc. b) Controles NTC,  para detectar elementos contaminantes en los 
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distintos componentes de la mezcla de reacción de PCR, así como la posibilidad de que los 
cebadores formen dímeros que puedan emitir fluorescencia. En estos controles se sustituye el 
ADNc molde por H
2
O. En todos los casos ambos controles fueron negativos. 
La especificidad de todos los cebadores em-
pleados fue analizada por RT-PCR cuantitativa, ob-
teniéndose en las curvas de desnaturalización un 
único pico que corresponde a un único producto de 
PCR (Figura 0). Así mismo, el tamaño y secuencia de 
los amplicones obtenidos para cada pareja de ceba-
dores fue confirmado por electroforesis en geles de 
agarosa y secuenciación. 
  Para cada uno de los genes problema, así 
como para el gen utilizado como control endógeno 
o constitutivo (ATU1), se realizaron curvas estándar 
empleando diluciones decimales de ADNc a par-
tir de una muestra de concentración conocida. Las 
curvas se obtienen representando los valores Ct (ci-
clos threshold), o número de ciclos de PCR a partir 
de los cuales la señal de fluorescencia detectada es 
mayor que el nivel mínimo de detección, frente al 
logaritmo de la cantidad de molde de cada dilución 
(Figura ). En aquellos genes en que la eficacia de 
amplificación del gen control endógeno y la del gen 
problema fueron aproximadamente iguales (Tabla 
4)  y que la diferencia entre la pendiente del gen 
endógeno y la de los genes problema resultó menor 
de 0, se aplicó el Método de ∆∆Ct para la cuantifi-
cación relativa de los niveles de expresión (Applied 
Biosystems, 997). Los niveles de expresión de cada 
gen problema se normalizan respecto al gen control 
constitutivo, restando el valor Ct del gen problema 
Figura 10. Curva de disociación. A modo de 
ejemplo se muestra la curva de disociación ob-
tenida en las reacciones de RT-PCR cuantitativa 
empleando la pareja de cebadores ATUB/ATUB2 
(Tabla ), que amplifica un fragmento del gen 
constitutivo ATU1 (a-tubulina). En las distintas 
muestras analizadas se observa un único pico, 
correspondiente a un único amplicón con una 
Tm característica. Se observa también como el 
control negativo NTC no produce amplificación 
(flecha). Para cada pareja de cebadores emplea-
da en las reacciones de RT-PCR cuantitativa se 
obtuvieron curvas de disociación similares.
Figura9.Curva de amplificación. Se muestra a modo 
de ejemplo una de las curvas de amplificación obtenida 
en las reacciones de RT-PCR cuantitativa. La línea roja 
representa el umbral o threshold fijado, a partir del cual 
la fluorescencia detectada es significativamente supe-
rior a la fluorescencia basal. El umbral se emplea para la 
determinación del Ciclo threshold (Ct), ciclo de amplifi-
cación en el cual la fluorescencia de la muestra supera 
el umbral.
Figura 11. Curva estándar (Standard curve). 
Ejemplo de curva estándar obtenida empleando 
diluciones decimales de ADNc a partir de una 
muestra de concentración conocida. Las curvas 
se obtienen representando los valores Ct (ciclo 
threshold) frente al logaritmo de la cantidad de 
molde de cada dilución.
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al valor Ct del gen control. El resultado de esta diferencia (∆Ct) es el exponente en base 2 que 
indica la cantidad de ARNm del gen problema. 
Por el contrario, cuando la diferencia existente entre las pendientes de las curvas del 
gen control constitutivo y el gen problema era superior a 0, se aplicó el método de cuantifi-
cación relativa mediante curvas estándar (Standard-curve quantitation method) (Applied Bio-
systems, 2008). Para cuantificar los niveles de expresión normalizados respecto al gen control 
constitutivo se construyen, para ambos genes, curvas estándar empleando diluciones decima-
les de ADNc a partir de una muestra de concentración conocida.  La cantidad de cada gen se 
determina interpolando en su curva estándar. Posteriormente, los niveles de expresión del gen 
problema normalizados se obtienen dividiendo la cantidad de gen problema entre la cantidad 
de gen control constitutivo.
7MÉTODOSELECTROFORÉTICOS
7.1ElectroforesisdeADNengelesdeagarosa
Las electroforesis estándar de ADN se realizaron en geles de agarosa (Pronadisa) al  
% o ,5 % en tampón TAE x (Tabla 7) tal y como se describe en Sambrook y Russell (200). Los 
geles se corrieron a 0 V/cm durante 25 minutos, y tras tinción con bromuro de etidio  µg/ml 
(Sigma) y desteñido en agua destilada, fueron visualizados bajo luz ultravioleta de 320 nm 
(UVIpro Platinium System, Durviz S.L.). Los marcadores de tamaño molecular de ADN emplea-
dos fueron M kb, M-II o M-VI (Roche) que presentan unos rangos de tamaño de 23 - 0,25 kb, 
2, - 0,54 kb y , – 0,9 kb respectivamente. Además, se utilizaron los marcadores de tama-
ño molecular marcados con digoxigenina (Roche) M-II y M-VI con rangos de tamaño idénticos 
a los correspondientes sin digoxigenina. Se emplearon estos últimos en aquellos geles que 
después serían transferidos a membranas de nylon+ (Roche).
Gen Cebadores S E R2
gfp GFPQA/GFPQB -2,94 2,19 0,99 
lucFF LUCQA/LUQB -3,79 1,83 0,99 
TrosATU1 ATU1QA/ATU1QB -3,74 0,86 0,99 
TrosMTT1 MTT1TRQA/MTT1TRQB -3,90 0,74 0,99 
TrosMTT2 MTT2TRQA/MTT2TRQB -3,75 0,87 0,99 
TtheATU1 ATU1QA/ATU1QB -3,22 2,04 0,99 
TthebZIP1 AP1IQA/AP1IQB -3,42 1,96 0,99 
TthebZIP2 AP1IIQA/AP1IIQB -3,56 1,91 0,99 
TthebZIP3 AP1IIIQA/AP1IIIQB -3,47 1,94 0,99 
TtheMTT1 MTT1QA/MTT1QB -3,18 2,06 0,99 
TtheMTT3 MTT3QA/MTT3QB -3,27 2,02 0,99 
TtheMTT5 MTT5QA/MTT5QB -3,34 1,99 1
TtYPCS FQSQA/FQSQB -3,12 2,09 0,99 
Tabla14. Parámetros de la recta patrón 
obtenida para cada uno de los genes ana-
lizados por RT-PCR cuantitativa, incluido 
el gen control endógeno (ATU1). S: pen-
diente de la recta. E: eficacia de amplifi-
cación calculada a partir de la ecuación 
E=0(-/S). R2: coeficiente de correlación.
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7.3.1Tincióndegelesdeproteínasconplatacompatibleconespectrometríade
masas
Tras la electroforesis de proteínas los geles de poliacrilamida fueron incubados duran-
te toda la noche en una solución de ácido acético (Merk) al 5 % y metanol (Merk) al 50 %. Pos-
teriormente fueron lavados en metanol al 50 % durante y en H
2
O Milli Q durante 5 minutos, 
7.2ElectoforesisdeARNengelesdesnaturalizantesdeagarosa
Las electroforesis de ARN se realizaron en geles de agarosa al ,2 % (Pronadisa) con-
teniendo formaldehído 2,2 M (Merk) como agente desnaturalizante, de acuerdo al protocolo 
descrito en Sambrook y Rusell (200). Las muestras de ARN fueron incubadas a 65 ºC durante 
3-5 minutos en tampón de carga 5x (Tabla 7). Tras esto se añadió a las muestras bromuro de 
etidio  µg/ml. Los geles fueron resueltos a 0 V/cm durante  hora en tampón de electrofore-
sis de ARN pH 8 x (Tabla 7), y finalmente el ARN fue visualizado bajo luz ultravioleta (UVIpro 
Platinium System, Durviz S.L.). Tanto el material como las soluciones empleadas fueron tratados 
con DEPC (Sigma) al 0,% (v/v) en H
2
O bidestilada, como se describió en el apartado 5.2, con el 
fin de inactivar las RNasas presentes. 
7.3ElectroforesisdeproteínasengelesdeSDS-poliacrilamida(SDS-PAGE)
La electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS fue realizada según el procedi-
miento descrito por (Laemmli 970) en un sistema vertical Mini Protean IITM (Bio-Rad) a 0 V/cm 
en tampón Tris Glicina SDS x (Tabla 0). Este tipo de electroforesis se llevó a cabo en un gel 
compuesto por dos fases: un gel superior concentrante, con un porcentaje de acrilamida más 
bajo y un pH de 6,8, y un gel inferior de resolución, con un porcentaje mayor de acrilamida y 
un pH de 8,8 (Tabla 5). Como patrones de masa molecular se utilizaron los marcadores prete-
ñidos de rango 20-200 kDa (Bio-Rad) ó 20-20 kDa (Fermentas).
Gel separador  
Componentes Volumen (ml) 
H2O 4
Acrilamida-bisacrilamida (29:1) 5
TrisHCl 1M pH 8,8 5,62 
SDS 10 % 0,075 
Persulfato amónico 10 % 0,075 
TEMED 0,0075
Gel concentrador 
Componentes Volumen (ml) 
H2O 2,55 
Acrilamida-bisacrilamida (29:1) 0,625 
TrisHCl 1M pH 8,8 0,475 
SDS 10 % 0,0375 
Persulfato amónico 10 % 0,0375 
TEMED 0,0025
Tabla15. Composición de los ge-
les de poliacrilamida empleados 
en las electroforesis SDS-PAGE.
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incubados durante  minuto en una solución de tiosulfato sódico (Amersham) al 0,0 %, y una 
solución de nitrato de plata (Amersham) al 0, % durante 20 minutos a 4 ºC. Tras la etapa de 
tinción, los geles fueron lavados nuevamente en H
2
O Milli Q, y revelados en una solución de 
carbonato sódico (Amersham) al 2 % en formalina al 0,04 %. Las proteínas teñidas fueron fija-
das incubando el gel durante 5 minutos en una solución de acético al 5 %. Los geles se conser-
varon en ácido acético al  % en H
2
O Milli Q a 4 ºC hasta la extracción de bandas de proteínas 
para espectrometría de masas. 
7.4Electroforesiscapilar
Los cultivos de T. thermophila (control y tratados con CdCl
2
 2,67 x 0-5 M durante 5 días) 
fueron centrifugados a 500 g durante 3 minutos. Después de la retirada del medio de cultivo, 
las células fueron lavadas en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8 y el sedimento celular resuspendi-
do en 500 µl de HCl 0, M, para después romper las células por sonicación. Tras esto, los restos 
celulares fueron eliminados centrifugando a 0.500 g a 4 ºC durante 5 minutos, y el sobrena-
dante obtenido fue conservado a -20 º C hasta su utilización para el análisis de fitoquelatinas.
Las muestras fueron analizadas mediante electroforesis capilar por el Dr. Enrique To-
rres, de la Facultad de Ciencias de la Universidade da Coruña (A Coruña). El análisis electroforé-
tico se desarrolló en el sistema HP3D CE Capillary Electrophoresis System (Agilent Technologies, 
Waldbronn, Germany) según se indica en Pérez-Rama et al. (2005). 
8CLONACIÓNDEFRAGMENTOSDEADN
8.1DigestióndeADNconendonucleasasderestricción
La relación ADN/endonucleasa utilizada en las reacciones de digestión fue de  unidad 
de enzima por cada µg de ADN (excepto que se indique lo contrario), en el tampón de diges-
tión adecuado y las condiciones sugeridas por el fabricante (Tabla 6). Todas las reacciones de 
digestión fueron analizadas mediante electroforesis de ADN en geles de agarosa. 
Condiciones Enzimas empleadas 
Tampón Tiempo y temperatura 
EcoRI (Takara) Tampón H (Takara) 1 h a 37ºC 
ApaI (Fermentas) + 
XhoI (Fermentas) 
Tampón G (Fermentas) 2 h a 37 ºC 
BamHI (Fermentas) + 
HindIII (Fermentas) 
Tampón BamHI (Fermentas) 2 h a 37 ºC 
(doble concentración  
de HindIII respecto a BamHI) 
KpnI (NEB) + 
SacI (NEB) 
Tampón NEB1 (NEB) 
+ BSA (0,1 ?g/?l)
24 h a 37ºC 
Tabla16. Condiciones y enzimas de restricción empleadas en las digestiones sencillas o dobles 
de ADN. La composición de los tampones utilizados se detalla en la Tabla 0.
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8.2Plásmidosutilizados
En la Tabla 7 se indican las principales características de los plásmidos utilizados en 
este trabajo. Así mismo, en la Figura 2 se detalla una representación esquemática de cada uno 
de ellos.
8.3InsercióndelfragmentodeADNenelplásmido
8.3.1ReaccióndeligaciónconelplásmidopCR®2.1TOPO
Para la clonación de los amplicones en el vector pCR®2.1 TOPO® (Figura 2) se siguieron 
las instrucciones suministradas en el kit comercial TOPOTM TA Cloning® (Invitrogen), que se basa 
en la metodología denominada TA cloning. Los amplicones producidos por la enzima Taq ADN 
polimerasa presentan en sus extremos 3’ un residuo de dATP, formando extremos protuberan-
tes. Como resultado de esto, el producto de PCR puede ser directamente ligado en el vector, 
que presenta extremos 3’-T complementarios, gracias a la acción de la enzima topoisomerasa 
I del virus Vaccinia incluida con el vector. Cada reacción de clonación fue incubada durante 30 
minutos a temperatura ambiente, conteniendo en un volumen total de 6 µl: 4 µl del producto 
de PCR,  µl del vector pCR®2.1 TOPO®, µl de solución salina (NaCl ,2 M y MgCl
2 
0,06 M) y  µl 
de H
2
O estéril.
8.3.2ReaccióndeligaciónconlosplásmidospVGF.MTTypBt∆(-7)Luc
 Para la ligación de fragmentos de ADN en los vectores pVGF.MTT y pBt∆(-7)Luc (Figura 
2) se utilizó la ADN ligasa del fago T4, la cual, utilizando ATP como cofactor, repara los cortes 
en las cadenas de doble hebra y une los fragmentos de restricción de ADN de doble hebra con 
extremos romos o cohesivos. 
A 50 o00 ng del vector linearizado se le añadió la cantidad del inserto necesaria para 
obtener una relación molar vector:inserto :3 y :6. A la mezcla vector-inserto se le añadieron: 
tampón de ligación x (10x Ligation Buffer for T4 ligase, Fermentas), 5 unidades de la enzima 
Plásmido Marcador Utilidad Procedencia 
pCR2.1 TOPO 
(Invitrogen) 
AmpR, KnR, plac-lacZ Vector de clonación en E. coli Invitrogen 
pVGF.MTT AmpR Vector de expresión en 
T. thermophila
A. Turkewitz 
pBt(-7)Luc AmpR Vector para inserción dirigida 
 en el locus btu1 de 
T. thermophila.
D. Romero 
Tabla17. Características y utilidad de los vectores utilizados en este trabajo. AmpR: gen de resisten-
cia a ampicilina. KnR: gen de resistencia a kanamicina. plac-lacZ: promotor y gen lacZ.
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8.4TransformacióndeE.coliyseleccióndeclonespositivos
Las construcciones realizadas con los plásmidos empleados (apartado 8.2) fueron in-
troducidas en E. coli mediante transformación por choque térmico. Para ello 4 µl de la reacción 
de ligación (apartado 8.3) fueron incubados durante 30 minutos en hielo con las bacterias 
competentes One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen). El choque térmico se 
llevó a cabo incubando las bacterias a 42 ºC durante 30 segundos y posteriormente en hielo 
durante 5 minutos. A continuación, las bacterias fueron incubadas en 250 µl de medio SOC 
(Invitrogen) a 37 ºC durante h en agitación suave, y finalmente sembradas en césped sobre 
placas de LB agar (Pronadisa) suplementado con kanamicina o ampicilina 50 µg/ml (Sigma).  
T4 DNA ligase (Fermentas), y agua Milli Q (Millipore) hasta un volumen total de reacción de 20 
µl. Esta mezcla fue incubada a 22 ºC durante toda la noche, y posteriormente empleada para 
transformar células competentes de E. coli mediante choque térmico (apartado 8.4). 
F1 ori 
LacZ alpha 
M13-fwd
T7
EcoRI
EcoRI
M13-rev
LacO
AmpR
ColE1 origen 
pCR2.1 TOPO
(3.973 pb)
pVGF.MTT
ColE1 origen
AmpR
tet rDNA (Pm  )
Promotor MTT1
mGFP
XhoI / ApaI
tet rDNA tail
(16.915 pb)
R
lucFF
5’ UTR btu1
3’ UTR btu2
HindIII
BamHI
ColE1 origen
3’ UTR btu1
AmpR
pBt(-7)Luc
(6.765 pb)
A
B
C
Figura12. Representación esquemática de los vectores empleados en este trabajo y sus principales características. 
(A): vector pCR2.TOPO (Invitrogen). (B):vector pVGF.MTT. (C): vector pBt∆(-7)Luc. 5’ y 3’ UTR btu: regiones 5’ y 
3’UTR del gen BTU1. AmpR: gen de resistencia a ampicilina. BamHI: diana de la endonucleasa BamHI. ColE origen: 
origen de replicación en E. coli. EcoRI: diana de la endonucleasa EcoRI. HindIII: diana de la endonucleasa  HindIII. 
LacO: promotor lac. LacZalpha: ORF del gen lacZ. lucFF: ORF del gen lucFF. M3-rev y M3-fwd: secuencias del ce-
bador M3. mGFP: ORF del gen gfp. Promotor MTT: promotor del gen TtheMTT1. tetrDNA(PmR): región de ADN 
recombinante de T. thermophila que confiere resistencia a paramomicina (PmR) y permite la replicación del vector 
en el ciliado. tetrDNAtail: región de ADN recombinante de T. thermophila. Xho/Apa: dianas de restricción para las 
endonucleasas Xho y Apa.
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 La selección de las bacterias transformantes se realizó utilizando como marcador la 
resistencia a kanamicina o ampicilina (según la característica conferida por el vector). La se-
lección de colonias transformantes recombinantes para el vector pCR®2.1 TOPO® se realizó 
añadiendo 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactósido (X-Gal) 40 mg/ml (Sigma) al medio y 
analizando actividad β-galactosidasa. Las colonias con el vector recombinante presentan co-
lor blanco, mientras que las no recombinantes son de color azul. Las colonias seleccionadas 
(blancas) fueron aisladas del agar y resembradas en medio LB líquido conteniendo ampicilina 
50 µg/ml, donde se incubaron a 37 ºC durante 6-8 horas en agitación, para proceder poste-
riormente al aislamiento del ADN plasmídico (apartado 5.3). 
9SECUENCIACIÓNDEADN
La secuenciación se llevó a cabo por el método didesoxi (Hindley y Staden 983) y el 
kit comercial Big-dyeTM (Applied Biosystems), empleando el secuenciador automático 3730 
DNA Analyzer Applied Biosystems (Applied Biosystems) del Servicio de Genómica y Proteómica 
de la Universidad Complutense de Madrid. 
10TRANSFORMACIÓNDET.thermophila
10.1TransformaciónporelectroporacióndecélulasconjugantesdeT.thermophila
Las cepas CU428. y B2086 de distinto tipo conjugante (Tabla 5) fueron cultivadas se-
paradamente, en matraces de 250 ml conteniendo 50 ml de medio SPPA (Tabla 6), hasta una 
densidad celular de 3-5 x 05 células/ml. Tras la retirada del medio de cultivo, las células fueron 
lavadas y resuspendidas en tampón DMC (Tabla 7) para someterlas a un proceso de inanición 
a 30 ºC durante 6-2 horas. Tras esto se ajustó la concentración celular de cada estirpe a 3 x 05 
células/ml, y se combinaron ambas en un matraz de 2 litros. Tras añadir  ml de solución strep-
tomicina/penicilina/anfotericina 00x  (Sigma) la mezcla se incubó a 30ºC en agitación (60 
rpm), con el fin de prevenir la formación de pares conjugantes. La agitación se programó para 
que se detuviese 0 horas antes de la electroporación. En este punto, hay que considerar que 
las células han sido sometidas al proceso de inanición durante 8-24 horas antes de detener 
la agitación. De este modo, las células comenzarán a formar pares conjugantes  hora después 
de que la agitación cese. Cuatro horas más tarde desde que la agitación se detuvo, se compro-
bó que más del 80 % de las células estaban formando pares conjugantes. Y finalmente, a las 0 
horas, se recogieron las células centrifugando a .00 g, se lavaron en tampón Hepes 0 mM 
pH 7.5 (Tabla 7) y el sedimento celular fue resuspendido en  ml de este tampón, obteniéndo-
se una concentración de aproximadamente 3 x 07 células/ml.
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En una cubeta de electroporación de 0,2 cm de anchura se mezclaron 25 µl de este 
concentrado celular con el ADN transformante (50 µg de ADN plasmídico resuspendido en 
25 µl tampón de Hepes 0 mM pH 7.5), y las células fueron sometidas a un pulso de corriente 
de .25 V/cm durante 4 ms (250 V, de 275 µF de capacitancia y 3 Ω de resistencia), emplean-
do el electroporador ECM 600 (BTX Inc., La Jolla, California, USA). Tras la electroporación, las 
células fueron incubadas a temperatura ambiente durante  minuto, resuspendidas en 20 ml 
de medio SPPA y transferidas a microplacas de 96 pocillos aplicando un factor de dilución de 
½ y ¼. Transcurridas 2-8 horas de incubación a 30 ºC se añadió paramomicina (Sigma) a una 
concentración final de 20 µg/ml. Los cultivos se mantuvieron durante 4-5 días a 30 ºC, y final-
mente se seleccionaron las células transformantes analizando resistencia a paramomicina. Las 
células transformantes positivas fueron mantenidas bajo presión continua de  paramomicina 
20 µg/ml en medio PP20. La presencia de la construcción reportera en las células transfor-
mantes resistentes a paramomicina fue confirmada mediante microscopía de fluorescencia, 
detectando la presencia de la proteína de fusión GFP-MT, tras inducir la expresión del pro-
motor de TtheMTT1 del plásmido con Cd 9 x 0-7 M (CdCl
2
, Sigma) en medio PP20 o tampón 
TrisHCl 0,0 M pH 6,8 durante 2h a 30 ºC. 
10.2TransformaciónbiolísticadelmacronúcleodeT.thermophilacepaCU522
 
T. thermophila cepa CU522 fue cultivada en 50 ml de medio de cultivo SPPA (Tabla 6) a 
30 ºC y en agitación (00 rpm) hasta una densidad celular de 2-4 x 05 células/ml, y sometida a 
inanición en tampón DMC (Tabla 7) a 30 ºC y agitación (00 rpm) durante 2-8 horas previas 
al proceso de transformación.  
De acuerdo con el protocolo descrito en Gaertig y Kapler (2000), se prepararon los 
microproyectiles de oro (50 µl en 50 µl glicerol al 50 %) (Microcarrier Gold 1.0 µm, Bio-Rad), y el 
resto de material necesario ( flying disk,  stopping screen y 2 rupture disks por cada disparo), 
momentos antes de la transformación. Las células fueron recogidas por centrifugación, resus-
pendidas en  ml de tampón DMC, y este concentrado celular fue transferido a una placa Petri 
conteniendo una membrana circular estéril Whatman # de 9 cm de diámetro. Los micropro-
yectiles de oro, recubiertos con aproximadamente  µg de ADN de la construcción reportera 
(digerida con las enzimas de restricción KpnI y SacI (Fermentas)) como se indica en Gaertig y 
Kapler (2000), fueron introducidos en las células mediante bombardeo biolístico utilizando el 
sistema BioRad PDS-1000/He (Bio-Rad), empleando una presión de disparo de 900 psi aproxi-
madamente y 27 mm Hg de vacío, y de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Inmediata-
mente después las células fueron transferidas a 50 ml de medio SPPA, mantenido a 30 ºC y 00 
rpm de agitación durante 4-6 h. Tras esto, se añadió paclitaxel (Sigma) hasta una concentración 
final de 20 µM, y las células fueron distribuidas en microplacas de 96 pocillos en alícuotas 
de 200 µl/pocillo. La selección de células transformantes se realizó testando la resistencia a 
paclitaxel durante 4-7 días a 30 ºC. Se confirmó la presencia de la construcción reportera en 
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locus btu1-1 macronuclear de las células resistentes mediante PCR del ADN genómico aislado 
empleando los cebadores PBTFw y PBTRev (Tabla 0). 
10.3Aislamiento de clones y establecimiento de líneas clonales recombinantes deT.
thermophila
A partir de los transformantes positivos se establecieron líneas clonales aislando físi-
camente células individuales en gotas independientes de medio PP20 (Tabla 6) conteniendo 
paclitaxel 20 µM, tal y como se describe en Bruns y Cassidy-Hanley (2000). De este modo, gotas 
de aproximadamente 30 µl fueron dispuestas en una placa Petri siguiendo un patrón de 6 x 
8 gotas coincidente con los pocillos de microplacas de 96 pocillos. Tras incubar durante 48-
72 horas las placas Petri a temperatura ambiente en cámara húmeda, el número de células 
aumentó lo suficiente para permitir la transferencia de los clones a microplacas de 96 pocillos 
mediante el uso de un replicador de placas. 
Las líneas clonales fueron mantenidas bajo presión selectiva continua de paclitaxel 
(20-50 µM ) hasta asegurar que el 00 % de los alelos btu1-1 del macronúcleo fuesen rempla-
zados por la construcción reportera, según el proceso de segregación fenotípica macronuclear 
(phenotypic assortment) (Merriam y Bruns 988; Doerder et al. 992). Para ello, las células fueron 
transferidas cada 2-3 días a concentraciones superiores de paclitaxel progresivamente, hasta 
que fueron capaces de crecer en presencia de paclitaxel 50 µM. A partir de este momento 
fueron transferidas diariamente en medio PP20 conteniendo paclitaxel 50 µM durante 5 días. 
Tras esto, los clones resistentes fueron mantenidos en medio PP20 sin paclitaxel durante 4 
días, para eliminar los posibles efectos residuales de la droga, y posteriormente se confirmó la 
sustitución del 00 % del alelo btu1-1 en todos los locus btu1 del macronúcleo, mediante dos 
tipos de análisis. En primer lugar, a partir de cada clon resistente se aislaron 6 subclones, tal y 
como se describió anteriormente, en medio PP20 y paclitaxel 20 µM. Se consideró que el 00 
% de los alelos btu1-1 habían sido reemplazados con la construcción en aquellas líneas clona-
les que presentaron los 6 subclones resistentes a paclitaxel. Y en segundo lugar se analizó el 
ADN genómico de los mutantes, mediante PCR estándar empleando los cebadores 5UTRBTU 
y 3UTRBTUB, (Tabla 0) situados en las zonas adyacentes al sitio de inserción de la construc-
ción.
11ESTUDIODELAINTERACCIÓNADN-PROTEÍNA
11.1Preparacióndeextractosnucleares
Para la obtención de extractos nucleares se siguió el protocolo descrito en Barchetta 
et al. (2008). A partir de distintos cultivos derivados del mismo inóculo, se recogieron x07 
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células por centrifugación (.00 g, 5 minutos). El pellet celular fue lisado a 4ºC añadiendo 800 
µl de tampón de lisis (Tabla 7), conteniendo un cóctel comercial de inhibidores de proteasas 
(Sigma) (00 µl/ml), PMSF mM (Fluca) y DTT 0,5 mM (Sigma). El lisado celular fue centrifugado 
a 5.000 g durante 0 minutos a 4ºC, y el sobrenadante descartado. La presencia de núcleos 
intactos fue comprobada mediante tinción con yoduro de propidio y observación bajo el mi-
croscopio de fluorescencia. El pellet fue resuspendido en 300 µl de tampón de extracción frío 
(Tabla 7) e incubado a 4ºC durante 20 minutos. Tras esto, los restos celulares fueron eliminados 
por centrifugación a 5.000 g durante 5 minutos a 4 ºC. El sobrenadante fue repartido en alí-
cuotas de 30 µl que fueron congeladas inmediatamente en N
2
 líquido y conservadas a -80ºC.
11.2Ensayoderetardodelamovilidadelectroforética(EMSA)
El ensayo se basa en la diferencia de movilidad electroforética entre un fragmento de 
ADN y el complejo formado por una o varias proteínas unidas a dicho fragmento. El fragmento 
de ADN y las proteínas son mezclados en un tampón adecuado para que se produzca la unión 
de las proteínas al ácido nucleico. La mezcla es separada por electroforesis en condiciones no 
desnaturalizantes, de manera que la migración del complejo ADN-proteína se verá retardado 
respecto al ADN libre. El EMSA fue desarrollado siguiendo las indicaciones de Hellman y Fried 
(2007) y Molloy (2000) con ciertas modificaciones. Todas las soluciones empleadas para estos 
ensayos fueron preparadas en agua Milli Q (Millipore). 
En los ensayos de retardo que se realizaron en este trabajo se emplearon dos fragmen-
tos de ADN de cadena sencilla complementaria marcados en su extremo 5’ con digoxigenina 
(DIG), que contenían el sitio de reconocimiento y unión del factor de transcripción de estudio 
(Tabla 8). Se mezclaron 0 pmoles de cada uno de los oligonucleótidos complementarios en 
tampón TEN (Tabla 7). Esta solución fue incubada en condiciones de descenso progresivo de 
temperatura desde 95 hasta 25 ºC en un termociclador (disminución de ºC cada minuto), para 
permitir el correcto alineamiento de los dos oligonucleótidos complementarios de cadena 
sencilla.
Con el fin de determinar las condiciones óptimas para que se produzca la unión de la 
proteína al ADN marcado, se ensayaron distintas reacciones variando la concentración de cada 
uno de los componentes (Tabla 9). El extracto nuclear (3 – 75 µg) fue incubado junto con el 
ADN marcado (50 fmoles) en tampón de unión (Tabla 7) y  µg de poli(dI-dC). Cada reacción, 
con un volumen final 20 µl, fue incubada a temperatura ambiente durante 20 minutos. La re-
acción de unión fue detenida añadiendo tampón de carga 5x (Tabla 7), y las muestras fueron 
analizadas por electroforesis en geles de poliacrilamida al 0 % (Tabla 20) en condiciones no 
desnaturalizantes, a 0 V/cm durante 2 horas en tampón TBE x (Tris 50 mM, Ácido bórico 89 
mM, Na
2
EDTA 2 mM), empleando el sistema Mini Protean IITM (Bio-Rad).  
El ADN fue electrotransferido a una membrana de nylon+ (Roche) bajo un voltaje 
constante de 00 V en tampón TBE x durante 2 h empleando el sistema Mini Trans-blot Cell 
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(Bio-Rad). Posteriormente el ADN fue fijado a 
la membrana mediante luz ultravioleta (254 
nm) durante 35 segundos (Spectrolinker XL-100, 
Spectronics Corporation). La detección del ADN 
marcado se realizó a través de una reacción qui-
mioluminiscente empleando un anticuerpo anti-
DIG conjugado con la fosfatasa alcalina (Anti-
DIG Fab fragments, Roche). Para ello, tras lavar la 
membrana de nylon+ en tampón de lavado, ésta 
fue incubada durante 30 minutos en solución de 
bloqueo x (Roche), con el fin de evitar la unión 
inespecífica del anticuerpo anti-DIG a la mem-
brana. Tras esto se añadió el anticuerpo diluido 
en solución de bloqueo x durante 30 minutos. 
La membrana fue lavada de nuevo en tampón 
de lavado (Roche) e incubada en tampón de detección durante 5 minutos. Todas estas incuba-
ciones fueron realizadas a temperatura ambiente. Finalmente se añadió el sustrato CSPD a la 
membrana, incubando durante 5 minutos. Este compuesto es desfosforilado por la fosfatasa 
alcalina, produciendo un intermediario inestable que al romperse produce luz con un pico 
máximo de emisión a 477 nm. Para aumentar la reacción quimioluminiscente, la membrana 
fue incubada durante 0 minutos a 37 ºC y finalmente expuesta a una película de rayos X (X-
Omat 00, Kodak) desde 30 minutos hasta 6 horas según se requería.
11.3Southwesternblot
En esta metodología las proteínas presentes en un extracto nuclear son separadas 
mediante una electroforesis de proteínas SDS-PAGE, e inmediatamente transferidas a una 
membrana PVDF. Tras la renaturalización de las proteínas unidas a la membrana, se ensaya la 
unión de un oligonucleótido marcado a éstas, incubando en las condiciones óptimas de unión 
ADN-proteína determinadas previamente (apartado .2). Detectando la presencia del ADN 
marcado en la membrana, y con la ayuda de marcadores de masa molecular, se puede conocer 
Oligonucleótido Secuencia (5’ ? 3’) 
MTCMFw DIG-AATTTATGTGATTCATGAGTCTAGC
MTCMRev DIG-GCTAGACTCATGAATCACATAAATT
MTCMAB2 AATTTATGTGATTCATGAGTCTAGCAATTTATGTGATTCATGAGTCTAGC
TTAAATACACTAAGTACTCAGATCGTTAAATACACTAAGTACTCAGATCG
Reacción 
1 2 3 4 5 6Componente 
Volumen (?l)
Extracto nuclear (3-75 ?g/?l) 0 2 4 6 8 12 
Tampón de unión  12 10 8 6 4 2 
poli(dI-dC) (1?g/?l) 1 1 1 1 1 1
MgCl2 (25 mM) 2 2 2 2 2 2
ADN sonda (50 fmol/?l) 1 1 1 1 1 1
H2O Milli Q 4 4 4 4 4 2 
Componentes Volumen 
Tampón TBE 10x 2 ml 
Acrilamida-bisacrilamida  
40 % v/v 
5 ml 
H2O 13 ml 
Persulfato amónico 0,05 g 
TEMED 12 ?l
Tabla18.Oligonucleótidos utilizados en el los ensayos EMSA y en la purificación parcial de proteínas de unión a 
MTCM. DIG: extremo 5’ marcado don digoxigenina. Los tres oligonucleótidos fueron sintetizados con un grado de 
pureza HPLC. En negrita se indica la localización del motivo TGANTCA. 
Tabla19.Reacciones de unión ADN-proteína llevadas 
a cabo en los ensayos de retardo.
Tabla20.Composición de los geles de poliacrilamida 
al 0 % empleados en los ensayos de retardo.
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la masa molecular de la proteína a la que está unido el ADN marcado. Comparando la masa 
molecular obtenida con la inferida informáticamente a partir de su secuencia aminoacídica, 
podremos identificar diversas proteínas candidatas, entre las cuales estará aquella que esta-
mos buscando. 
Una vez comprobada la interacción entre las proteínas nucleares y el fragmento de 
ADN estudiado, se trató de identificar estas proteínas mediante la técnica de Southwestern 
blotting, siguiendo para ello las indicaciones descritas en Siu et al. (2008) y Labbé et al. (200) 
con ciertas modificaciones. El extracto de proteínas nucleares se preparó de forma análoga a 
como se describe en el apartado ., al igual que los oligonucleótidos marcados con DIG, que 
fueron los mismos que se emplearon en dicho experimento (Tabla 8).  
 En primer lugar el extracto nuclear fue separado por electroforesis de proteínas en 
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) como se indica en el apartado 7.3. Previo a la elec-
troforesis, las muestras no fueron hervidas para evitar alteraciones irreversibles en la estructu-
ra de las proteínas que impidiesen la renaturalización posterior. Los geles fueron resueltos a 0 
V/cm durante 2 h a 4 ºC, y tras esto, las proteínas fueron electrotransferidas a una membrana 
PVDF durante 2h a 50 mA a 4 ºC en tampón de electrotransferencia (Tabla 7) empleando el 
sistema Mini-Transblot Cell (Bio-Rad). A continuación se procedió a la renaturalización de las 
proteínas incubando la membrana en tampón TNED (Tabla 7) conteniendo 5 % de leche des-
natada en polvo (Central Lechera Asturiana). Tras cuatro horas de incubación a temperatura 
ambiente, se añadió el oligonucleótido marcado (50 fmol/µl) en tampón TNED con 5 % de 
leche en polvo, incubando a temperatura ambiente durante toda la noche. La membrana fue 
lavada en tampón TNED conteniendo 5 % de leche en polvo y se procedió a la detección del 
oligonucleótido marcado mediante una reacción quimioluminiscente, como se indica en el 
apartado .2.
11.4PurificaciónparcialdeproteínasdeuniónaADN
Para la purificación de las proteínas de T. thermophila que interaccionan con el motivo 
MTCM se empleó el kit comercial DNA-protein binding purification kit (Roche), que se basa en 
la utilización de un oligonucleótido (que contiene el sitio de unión de la/s proteína/s de inte-
rés) acoplado a microperlas de estreptavidina. 
 El oligonucleótido (MTCMAB2) empleado contenía dos repeticiones seguidas del mo-
tivo MTCM (Tabla 8). Fue acoplado a las microperlas magnéticas de estreptavidina, mediante 
una reacción de unión con la ligasa T4, siguiendo las instrucciones suministradas en el kit co-
mercial. Para la reacción de unión proteína al oligo MTCMAB2-estreptavidina se incubaron 50 
µg del extracto nuclear con las microperlas en tampón de unión (Tabla 7), poli(dI-dC) 6,5 µg 
y poli-L-lisina (0,65 µg) durante 30 minutos a 25 ºC, siguiendo las indicaciones del protocolo 
suministrado en el kit. Con la ayuda de un separador magnético, el complejo proteínas-oligo 
MTCMAB2-estreptavidina es separado del resto de proteínas del extracto nuclear. Tras una se-
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rie de etapa de lavados, las proteínas unidas al oligonucleótido MTCMAB2 fueron eluidas con 
tampón de elución (Tabla 0). Las fracciones de elución fueron analizadas mediante electrofo-
resis SDS-PAGE (apartado 7.3) y tinción con plata (apartado 7.3.). 
12TÉCNICASMICROSCÓPICAS
12.1Microscopíadefluorescencia
Las células fueron fijadas en  ml de paraformaldehido al 4 % (Merk) durante 30 minu-
tos en oscuridad. Tras dos lavados con tampón Hepes 50 mM pH 7 (Tabla 7), se recogieron las 
células y se observaron directamente en el portaobjetos. 
Por microscopía de fluorescencia se observaron también células vivas, que fueron de-
positadas directamente en portaobjetos recubiertos de poli-lisina (Sigma), obviando en este 
caso el proceso de fijación. Todas las preparaciones fueron observadas con el microscopio de 
fluorescencia Axioplan 2 (Carl-Zeiss), utilizando filtros para fluorescencia verde (480/520-30).
12.2Microscopíaelectrónicadetransmisión(TEM)
Para el proceso de fijación y preparación de células de T. thermophila para microscopía 
electrónica de transmisión se siguió en protocolo descrito en Dentler (2000). De acuerdo con 
este protocolo, las células fueron prefijadas en una solución de glutaraldehido al 2,5 % (Sig-
ma) en tampón cacodilato sódico 00 mM pH 7,2 (TAAB) durante  hora, lavadas en tampón 
cacodilato sódico 00 mM pH 7,2 (TAAB) y postfijadas en una solución de OsO
4
 (TAAB) al % 
en tampón cacodilato sódico 00 mM durante 45 minutos en hielo. Las células fijadas fueron 
contrastadas con una solución acuosa de acetato de uranilo al  % (TAAB), deshidratadas en 
una serie de lavados con acetona (25 %, 50 %, 75 % y 00 % en agua desionizada), e incluidas 
en resina Embed 82 (TAAB), preparada según las instrucciones del fabricante. 
Las muestras fueron procesadas en el Centro de Microscopía y Citometría de la UCM. 
La integridad celular, tras el proceso de fijación, se comprobó mediante observación directa 
al microscopio óptico de cortes semifinos de las muestras, teñidos con azul de toluidina al  
%. Posteriormente, mediante un ultramicotomo (Ultracut, Reichert-Jung) se obtuvieron cortes 
ultrafinos, que fueron montados en las rejillas y contrastados con acetato de uranilo al 2% en 
agua bidestilada y solución de Reynolds de citrato de plomo. Finalmente, las muestras fueron 
observadas en el Microscopio Electrónico de transmisión JEM1010 (JEOL) a 80 kV.
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13CITOMETRÍADEFLUJO
Los cultivos de T. thermophila en fase exponencial (-3 x 05 células/ml) fueron lavados 
y resuspendidos en tampón Tris-HCl 0, M pH 6,8 y la suspensión celular fue transferida a una 
placa estéril de 24 pocillos, en alícuotas de  ml. Todas las exposiciones al Cd se realizaron a 30 
ºC durante 2 ó 24 horas en tampón Tris-HCl, de modo que todo el metal añadido se encontrase 
en forma biodisponible. Se ensayó un rango de concentraciones crecientes con el fin de deter-
minar la mínima concentración de Cd capaz de ser detectada por el bisosensor.
La mortalidad celular fue estimada añadiendo, a la suspensión celular en el tubo de ci-
tometría, yoduro de propio (IP) a una concentración final de 5 µg/ml. Este fluorocromo se inter-
cala en los ácidos nucleicos de doble cadena, incrementando sensiblemente su fluorescencia. 
La membrana de las células vivas no permite su paso al interior del citoplasma, de manera que 
únicamente teñirá las células que tengan dañada su membrana (células muertas) y los núcleos 
aislados de células lisadas (Haugland et al. 2002). 
La fluorescencia de la GFP y el IP fue evaluada empleando un citómetro de flujo FACS-
calibur (Becton Dickinson) equipado con el software Cell Quest. La fluorescencia (rojo) produ-
cida por el IP excitado por un láser de argón se recogió en el canal FL3 (670 nm LP). En cambio, 
la fluorescencia (verde) de la proteína GFP excitada por el láser se detectó empleando un filtro 
de paso de banda (530/30 nm) en el canal FL. Para calibrar el citómetro se utilizaron cuatro 
tipo de controles celulares: células transformadas no expuestas al metal y libres de IP, células 
sin transformar + IP (que no presentaban el gen reportero gfp),  células transformadas no ex-
puestas al metal pesado + IP (para determinar la expresión basal de la GFP), y células muertas 
(fijadas con etanol 00 %) + IP.
14ENSAYOSDEACTIVIDADENZIMÁTICALUCIFERASA
Los cultivos de T. thermophila transformantes (cepas MTTLuc o MTT5Luc) crecidos en 
medio PP20 hasta densidades de -3 x 05 células/ml fueron centrifugados a .00 g durante 
3 minutos, lavados y resuspendidos en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8. La suspensión celular 
repartida en alícuotas de 5 ml en tubos estériles fue expuesta, durante 2 h a 30 ºC, a diferentes 
concentraciones de cada uno de los metales pesados testados, otros agentes estresantes, o 
las distintas muestras naturales de suelo o agua analizadas (Tabla 2). Todas las exposiciones 
a metal pesado se llevaron a cabo en tampón Tris-HCl con la finalidad de que todo el metal se 
encontrase en forma biodisponible para la célula.
 La actividad luciferasa de los biosensores tras su exposición a la muestra, fue cuantifi-
cada de tres formas distintas: in vitro a partir de extractos celulares, in vivo en células permeabi-
lizadas previamente al sustrato D-luciferina, e in vivo en células sin ningún tipo de tratamien-
to.
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14.1Cuantificacióndeactividadluciferasainvitroapartirdeextractoscelulares
Tras la exposición de las células al agente estresante o a una muestra natural específica, 
tal y como se describió en el apartado anterior, las células recogidas por centrifugación fueron 
lisadas en hielo con 350 µl de tampón de lisis CCLR x (Promega) (Tabla 7). El lisado celular fue 
centrifugado a 6.250 g durante 2 minutos a 4 ºC, y el sobrenadante obtenido fue recogido 
para la valoración de actividad luciferasa inmediatamente. Los extractos celulares fueron nor-
malizados respecto al contenido en proteína total (0,5 mg/ml), determinada por el método 
Bradford (Bradford 976) según se describe en Sambrook y Russell (200). 
La actividad enzimática luciferasa de cada muestra fue evaluada siguiendo el procedi-
miento descrito en el Luciferase Assay Kit (Promega). Para ello, en un vial se dispensaron 20 µl de 
la muestra junto con 00 µl del Luciferase Assay Reagent (Promega). La cantidad de luz emitida 
se midió durante 0 segundos empleando el luminómetro Berthold LB 9509 Junior (Berthold). 
Previamente se había comprobado que el ensayo era lineal en el rango de detección del lu-
minómetro empleado, midiendo la actividad luciferasa en diluciones seriadas de un extracto 
celular de concentración de proteína conocida (datos no mostrados). 
Muestra Preparación de la muestra Procedimiento 
Metal
pesado 
Sal metálica disuelta en tampón Tris-HCl 0,01 
M pH 6,8 a la concentración de metal 
requerida 
Suspensión celular en tampón Tris-HCl 
0,01 M pH 6,8 al que se adiciona la sal 
metálica específica a una concentración 
final determinada 
Otros 
agentes 
estresantes
Choque térmico de alta (42ºC) o baja (4ºC) 
temperatura, pH ácido (5) o básico (9), estrés 
oxidativo (PQ a 7,78 nM) 
Suspensión celular sometido a la 
condición de estrés ambiental específica 
en tampón Tris-HCl 0,01 M pH 6,8 o en 
medio PP210 
Muestras
naturales 
de suelo 
Se prepara una suspensión de 1 g de la muestra 
en 10 ml de H2O Milli Q que es incubada 
durante 24 horas a temperatura ambiente. 
Posteriormente se elimina el material 
particulado de la suspensión acuosa 
centrifugando a 500 g, y el sobrenadante es 
filtrado a través de un filtro de tamaño de poro 
de 0,2 ?M
Cultivo celular en tampón Tris-HCl 0,01 
M pH 6,8 al que se adiciona la 
suspensión acuosa filtrada de la muestra 
ambiental. De este modo el biosensor es 
expuesto a una dilución 10-1 de la 
suspensión acuosa, a menos que se 
indique lo contrario 
Muestras
naturales 
de agua 
La muestra es filtrada a través de un filtro de 
tamaño de poro de 0,2 ?M
Cultivo celular en tampón Tris-HCl 0,01 
M pH 6,8 al que se adiciona la muestra 
de agua filtrada. De este modo el 
biosensor es expuesto a una dilución 10-
1 de la muestra, a menos que se indique 
lo contrario 
Tabla25. Procedimiento de preparación y exposición de los biosensores MTTLuc y MTT5Luc a los distintos tipos 
de muestra analizadas.
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14.2Cuantificacióndeactividadluciferasainvivoapartirdecélulaspermeabilizadasal
sustratoD-luciferina
 Tras la exposición de las células al metal en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8 tal y como se 
describió anteriormente, las células fueron centrifugadas a 500 g durante 2 minutos, y lavadas 
en una solución de DMSO al 0,20 % y Triton X-00 al 0,0%. Finalmente, el sedimento celular 
fue resuspendido en 500 µl de esta solución. 
En un vial se depositaron 20 µl de esta suspensión celular y 00 µl del Luciferase Assay 
Reagent (Promega) que contiene el sustrato D-luciferina. Tras esperar un minuto, se cuantificó 
la cantidad de luz emitida durante 0 segundos empleando el luminómetro Berthold LB 9509 
Junior (Berthold), como se indicó en el apartado anterior. 
14.3Cuantificacióndeactividadluciferasainvivoapartirdecélulassinpermeabilizar
Tras la exposición de las células al metal en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8 tal y como 
se describió anteriormente, las células fueron lavadas con tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8 (para 
eliminar los restos del metal), centrifugadas a .00 g durante 2 minutos, y el sedimento celular 
fue resuspendido en 500 µl de este mismo tampón. Para valorar la actividad luciferasa,  en un 
vial se depositaron 20 µl de esta suspensión celular y 00 µl del Luciferase Assay Reagent (Pro-
mega). Tras esperar un minuto se midió la cantidad de luz emitida durante 0 segundos. 
15CROMATOGRAFÍALÍQUIDADEALTARESOLUCIÓN(HPLC)
Los cultivos de T. thermophila (control y tratados con CdCl
2
 2,67 x 0-5M durante 4 días) 
fueron centrifugados a 500 g durante 3 minutos, lavados con tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8 
EDTA 4 mM, liofilizados y almacenados a -80ºC hasta su utilización. El liófilo celular fue tratado 
con una solución compuesta por SSA 5 % (w/v) (Sigma) y DPTA 6,3 mM (Sigma) tal y como se 
describe en De Knecht et al. (994). Tras la adición de TFA 5% (v/v) (Sigma), el extracto se di-
vidió en alícuotas de 00 µl que fueron analizadas por HPLC (Aqua C8 column, 250x4.6 mm; 
Phenomenex) empleando un gradiente de concentración lineal de acetonitrilo 0-0,2% (v/v) 
conteniendo ácido fosfórico 0,05 %,  y a una velocidad de flujo de ,5 ml/min (5 min tiem-
po total de análisis). Los tioles fueron detectados por derivatización con reactivo de Ellman 
(DTNB) (Sigma) y cuantificados mediante curvas de calibrado de GSH. Las condiciones de la 
cromatografía se optimizaron empleando como patrones GSH (Sigma), FQ
2
 (Applichem) y los 
productos purificados de reacciones in vitro catalizadas por la enzima recombinante AtPCS. 
El análisis mediante HPLC para la detección de fitoquelatinas en las muestras fue realizado 
por el Dr. Simone Ottonello y la Dra. Roberta Ruotolo, del   Dipartimento di Biochimica e Biologia 
Molecolare, de la Università di Parma (Italia).
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16PROGRAMASINFORMÁTICOSEMPLEADOS
A continuación se citan los programas informáticos utilizados y las bases de datos con-
sultadas en el presente trabajo de investigación. Las direcciones web a través de las cuales se 
puede acceder a los mismos se indican en las Tablas 22 y 23. 
16.1Búsquedadesimilituddesecuencias.Alineamientomúltipledesecuenciasycons-
truccióndeárbolesfilogenéticos
Para las búsquedas de similitud de secuencias se utilizó el programa BLAST (Altschul 
et al. 997), las secuencias aminoacídicas inferidas de los genes de interés fueron comparadas 
con la base de datos de proteínas no rendundante del NCBI, empleando el algoritmo blastp 
y la matriz que utiliza este algoritmo por defecto, BLOSSUM62. Las secuencias aminoacídicas 
inferidas de todos los genes utilizados en este trabajo están disponibles en la base de datos del 
NCBI. El número de acceso de cada una de ellas se indica en la Tabla A. 
Para alinear las diferentes secuencias aminoacídicas se utilizó el programa T-Coffee 
(Tree-based Consistency Objective Function For alignmEnt Evaluation) (Notredame et al. 2000), 
empleando los parámetros establecidos por defecto. Los alineamientos fueron visualizados 
mediante el programa BoxShade v.3.21 del Instituto Suizo de Bioinformática. Cuando fue ne-
cesario, los alineamientos fueron editados manualmente empleando el programa informático 
BioEdit v.7.0.9.0 (Hall 999). La calidad de los alineamientos obtenidos se evaluó utilizando la 
herramienta CORE  (Poirot et al. 2003).  
La construcción de las matrices de identidad se llevó a cabo utilizando el programa 
SIAS  a partir del alineamiento obtenido con el programa TCoffee (Notredame et al. 2000).
La obtención de diagramas de tipo LOGO (Crooks et al. 2004), para la visualización de 
los residuos más conservados en un alineamiento múltiple de secuencias se realizó con la he-
rramienta informática WebLOGO v.2.8.2. 
Los árboles filogenéticos fueron construidos mediante diferentes métodos de inferen-
cia filogenética: métodos basados en distancias filogenéticas (Neighbor-Joining, NJ; Unweig-
hted Pair Group Method with Arithmetic, UPGMA) y métodos basados en caracteres (Bayesian 
Method, MB; y Maximum Likelihood, ML). La inferencia según los métodos UPGMA Y NJ se reali-
zó con el programa informático PHYLIP v3.67 (Felsenstein 989; 2004), realizando 000 réplicas 
(boostrap) de cada árbol. La inferencia según el método de máxima verosimilitud (Maximum 
Likelihood, ML) se realizó con el programa informático PhyML v.3.0 (Guindon y Gascuel 2003; 
Guindon et al. 2005) realizando 000 réplicas (boostrap). La inferencia según el método ba-
yesiano (MB) se realizó con el programa informático MrBayes v.3.1.2 (Ronquist y Huelsenbeck 
2003) seleccionando el modelo mixed protein. Se corrieron 00.000 generaciones muestreando 
los árboles producidos cada 00 generaciones. El análisis finalizó cuando la desviación típica 
obtenida era menor de 0,0. A partir de los distintos árboles obtenidos se construyó un árbol 
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consenso. El porcentaje de los árboles que coinciden en cada nodo se indica con un número 
denominado como “probabilidad posterior” (posterior probability). Para la selección del mo-
delo evolutivo empleado en la construcción de cada árbol se utilizó el progama informático 
ProtTest v.1.4 (Abascal et al. 2005). Los árboles fueron representados y visualizados mediante la 
herramienta informática NJPlot v.2.2 (Perriere y Gouy 996). 
16.2Búsquedademotivos,patronesodominiosconservadosensecuenciasnucleotídi-
casoaminoacídicas
Para la búsqueda y detección de motivos conservados relacionados con la regulación 
de la expresión génica en las regiones 5’UTR y 3’UTR de los genes analizados en este trabajo, 
se utilizaron los programas informáticos MEME v.4.0 (Bailey y Elkan 994) y Gibbs Sampler (Neu-
wald et al. 995), con los parámetros establecidos por defecto.
Para la búsqueda de motivos degenerados identificados en otros organismos se utilizó 
el programa DNA pattern find, con los parámetros establecidos por defecto. 
Para búsqueda de patrones y dominios conservados en la secuencia aminoacídica 
inferida de los genes analizados se utilizaron diferentes bases de datos: Conserved Domain 
del NCBI, Pfam del Instituto Sanger, Prosite del Instituto Suizo de Bioinformática e Interpro del 
EMBL. 
16.3BúsquedadeESTsenTDB,PDByUNIGENE
La presencia de tránscritos de determinados genes de T. thermophila y P. tetraurelia en 
librerías de expresión se analizó a través de  las bases de datos de ambos ciliados (Tetrahymena 
Genome Database, TGD; Tetrahymena Genome Expresión Database, TGED; Paramecium Databa-
se, PDB) y la base de datos UNIGENE del NCBI. 
16.4Análisisdeestructuraprimariayprediccióndeestructuras2Dy3Ddeácidosnuclei-
cosyproteínas
Para el análisis de la estructura primaria de las proteínas utilizadas en este trabajo se 
utilizaron distintas herramientas disponibles en el servidor Expasy (Expert Protein Analysis Sys-
tem) del Instituto Sueco de Bioinformática (SIB). 
Para la predicción de los dominios coiled-coil en la secuencia aminoacídica de una pro-
teína se utilizó el programa informático Coils (Lupas et al. 99). La estructura secundaria de 
una secuencia aminoacídia fue inferida mediante el programa PSIPRED (Jones 999; Bryson et 
al. 2005). 
Para la predicción de estructuras tridimensionales de proteínas se utilizó el programa 
informático Phyre v0.2 (Kelley y Sternberg 2009). 
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Para la predicción de la estructura adoptada tras el plegamiento de una molécula de 
ARN se utilizó el programa informático RNA & DNA folding (Zuker 2003). 
16.5Diseñodecebadoresyotrassecuenciasdeoligonucleótidos
Las parejas de cebadores empleadas para las PCR estándar fueron diseñados con el 
programa Vector NTI TM Suite v.9 (Invitrogen), mientras que para el diseño de los cebadores 
empleados en la RT-PCR cuantitativa se utilizó el programa informático Primer Express v2.0 
(Applied Biosystems). 
16.6Análisisestadístico
Para determinar si las diferencias entre la expresión génica debida a un tipo de estrés 
y la debida a su expresión basal son significativas se realizó test estadístico Test de Randomi-
sation que utiliza el programa informático REST (Pfaffl et al. 2002).
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Resultados
A.CARACTERIZACIÓNYANÁLISISDELAEXPRESIÓNDEMETALOTIO-
NEÍNASENTetrahymena
A.1Aislamientoycaracterizaciónestructuraldenuevosgenescodificantesparametalo-
tioneínas(MTs)enTetrahymena:TtheMTT5,TrosMTT1yTrosMTT2
A.1.1AislamientoycaracterizaciónestructuraldelgenMTT5deT.thermophila
(TtheMTT5)
La existencia del gen MTT5 fue detectada tras buscar secuencias homólogas a las me-
talotioneínas (MTs) previamente conocidas de T. thermophila en el genoma macronuclear se-
cuenciado de este ciliado. A partir de la presumible secuencia codificante se diseñó la pareja 
de cebadores específicos MTT5A/MTT5B (Tabla 0) para amplificar por PCR estándar el ORF 
correspondiente completo, a partir de ADN genómico del ciliado (Figura 3 A). 
Este gen reside en el la región ensamblada (scaffold) 8354577, y está situado en el cro-
mosoma telocéntrico micronuclear número 5. La región codificante presenta una longitud de 
297 pb (Figura 3 B), y da lugar a una proteína de 99 aminoácidos, siendo así la Cd-MT putativa 
más corta del género Tetrahymena, con una masa molecular estimada de 0,6 kDa.
La secuencia codificante de TtheMTT5 se obtuvo también como ADNc aislado a partir 
de ARN de un cultivo tratado con Cd durante 24 horas (Nº Acc. DQ57936). El alineamiento de 
la secuencia de ADNc con la genómica reveló la ausencia de intrones en la secuencia codifi-
cante (ORF). 
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A.1.2Aislamientoycaracterizaciónestructuraldelosgenes MTT1 y MTT2 de T.
rostrata (TrosMTT1yTrosMTT2)
Una vez conocida todos los genes codificantes de putativas Cd-MTs (TtheMTT1, Tthe-
MTT3 y TtheMTT5) en el ciliado T. thermophila, nos propusimos analizar si existen genes simila-
res en otras especies del género Tetrahymena. 
Para la búsqueda de genes codificantes de MTs en el genoma macronuclear no se-
cuenciado del ciliado T. rostrata se emplearon las parejas de cebadores MET/MET 2 y MTCU/
MTCU2 (Tabla 0), diseñadas en base a las secuencias de los genes TpyrMT-1 (Cd-MT) (Nº Acc. 
AJ005080) y TtherMTT2 (Cu-MT) (Nº Acc. AY20435) respectivamente. Dichos cebadores ampli-
ficaron mediante PCR estándar un fragmento de 300 y 225 pb respectivamente (Figura 4, A y 
E), que presentaban homología con genes de Cd-MTs o Cu-MTs de Tetrahymena. La secuencia 
codificante completa de ambos genes se obtuvo mediante las técnicas de 5’ y 3’ RACE, a partir 
de ARN aislado de cultivos del ciliado expuestos a Cd o Cu durante 24 horas. (Figura 4, B, C y F). 
Estos dos genes han sido denominados TrosMTT1 y TrosMTT2 respectivamente. El alineamien-
to entre las secuencias obtenidas a partir de ADN genómico y ADNc reveló que ninguna de las 
secuencias codificantes de estos genes presenta intrones. 
La secuencia de ADNc del gen TrosMTT1 obtenida (Nº Acc. EU62774) presentó una 
longitud de 522 pb; compuesta por un ORF de 342 pb, una región 5’UTR de 64 pb, y una región 
3’UTR de 6 pb. Ambas regiones no codificantes mostraban un alto contenido en A-T (82 y 
87 % respectivamente). En la región 3’UTR se identificó una posible señal similar a la señal 
consenso de poliadenilación (ATTAAA) en eucariotas, y dos señales de degradación rápida de 
ARNm (ATTTA) descritas en genes de mamíferos (Shaw y Kamen 986). Además, la molécula de 
ADNc presentaba una cola poliA situada a 9 pb del codon stop (Figura 4, D). Este gen codifi-
ca para una proteína de 3 aminoácidos, con una masa molecular inferida de ,5 kDa. 
5’
ATGGATAAAATTTCTGGTGAAAGCACTAAAATTTGTAGCAAAACTGAAGAAAAGTGGTGCTGCTGCCCTAGTGAGACC
M D K I S G E S T K I C S K T E E K W C C C P S E T
CAAAATTGCTGCAATTCTGATGATAAATAATGTTGTGTCGGTTCAGGAGAAGGATGCATATATGTATGCTGCAAGTGT
Q N C C N S D D K Q C C V G S G E G C I Y V C C K C
TGTAAGGTTCAAGCTGAATGTAAATGCGGACCTAATGCTAAATACTGTTGTATAGATCCCAATACTGGAAACTGTTGT
C K V Q A E C K C G P N A K Y C C I D P N T G N C C
GTTTGTAAAACTAAATTTTGTAGTAAATCAGATTCTAAAGAATGCTGCCCTGGAGGTAGTTGCTGA 3’
V C K T K F C S K S D S K E C C P G G S C stop
   653 pb
   298 pb
   154 pb
M 42ºC 50ºC 57ºC
A
B
Figura13.Región codificante (ORF) del gen MTT5 de T. thermophila. (A): Secuencia nucleotídica y aminoacídica in-
ferida (código IUPAC de una letra). La región codificante presenta una longitud de 297 pb, y da lugar a una proteína 
de 99 aminoácidos.(B): Secuencia codificante del gen TtheMTT5 amplificada por PCR en gradiente de temperatura 
a partir de ADN genómico, empleando los cebadores MTT5A/MTT5B.
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La secuencia de ADNc del gen TrosMTT2 obtenida (Nº Acc. EU62775) presentó una 
longitud de 398 pb. Está compuesta por un ORF de 237 pb, y una región 3’UTR de 6 pb rica 
en A-T (83 %). En la región 3’UTR aparecen tres posibles señales de poliadenilación (ATTAAA) y 
dos de degradación de ARNm (ATTTA) de eucariotas, y una cola poliA situada a 43 pb del co-
don stop. (Figura 4, G). Este gen codifica para una proteína de 78 aminoácidos con una masa 
molecular estimada de 8,2 kDa, siendo así la metalotioneína más corta descrita en ciliados.
A.2CaracterizaciónestructuraldelasproteínasinferidasdelosgenesTtheMTT5,Tros-
MTT1yTrosMTT2
La proteína inferida TtheMTT5 presenta 99 aminoácidos y una masa molecular estima-
da de 0,6 KDa. Contiene 24 residuos de cisteína (Cys) (24,2 % del total de aminoácidos), que 
se distribuyen en diferentes motivos. Además de los motivos CC y CXC, típicos de las MTs de 
vertebrados, en la secuencia aminoacídica de TtheMTT5 aparece el motivo CCC típico de las 
Cd-MTs de ciliados (Gutiérrez et al. 2009) (Figura 3). Comparte un alto porcentaje de identi-
dad de secuencia con otras Cd-MTs del género Tetrahymena (68,6 % con TrosMTT, 62,8 % con 
TpigMT-), mientras que con las Cu-MTs el porcentaje de identidad no supera el 40 % (Figura 
5). Como el resto de MTs de ciliados, y a diferencia de las MTs de vertebrados, TtheMTT5 con-
tiene aminoácidos aromáticos ( Phe,  Trp y 2 Tyr). Al igual que las MTs de vertebrados, tampo-
co presenta residuos de His en su secuencia (Figura 3).
La secuencia aminoacídica de TrosMTT (3 aminoácidos, ,5 kDa) contiene 34 re-
5’AAGTAAATTAAAAGAAAATAGCAAACAAACTCCAATAAATTAAATACCTATTAGAAAAAA
ATGGATAAAAACTCTTGCTGCTGTGGTGAAAATGCCAAGCCTTGCTGCACTGATCCTAACAGTGGATGCTGTTGCTCTAGC
M D K N S C C C G E N A K P C C T D P N S G C C C S S
AAGACTAACAACTGCTGCTAATCTGATACTAAAGAATGCTGCACAGGAACAGGACCAGGCTGCAAATGTACTAGTTGCAAA
K T N N C C Q S D T K E C C T G T G P G C K C T S C K
TGCTGCAAACCTGCTACTTGCTGTTGTGGTGATAAGGCTAAGCCCTGTTGCACAGATCCTAATAGTGGATGTTGCTGTGTA
C C K P A T C C C G D K A K P C C T D P N S G C C C V
AGTAAAACTAATAACTGTTGCAAGCCTGACACTAAATAATGTTGCACAGGTACTGGTGATGCTTGTAAATGTACAGGATGC
S K T N N C C K P D T K Q C C T G T G D A C K C T G C
CAATGTTGCAAACAATGAAATATAAAATGATGATTAATTAAAATTTATGTATTGAAGGCTATCTATAATTTATATAGTATT
Q C C K Q stop
TTATCTTAATTTTATTTTATTTGAAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3’
5’
ATGGATACTCAAACTCAAACCAAGCTTACTACTGGATGCAAGTGCAACCCCTGTAAATGCCAACCTCTTTGCAAGTGTGGT
M D T Q T Q T K L T T G C K C N P C K C Q P L C K C G
ACCACTGCTGCCTGCAATTGCCAACCTTGTGAAAACTGTGATCCTTGCAACTGCAACCCCTGCAAATGCGGTGTTTCTGAT
T T A A C N C Q P C E N C D P C N C N P C K C G V S D
GGTTGTAAGTGCAACCCTTGCAAATGTGCTGATTGCAAGTGCACTGGTACTAAATCTTGCTGTCAAAAGAAATGATTTGGA
G C K C N P C K C A D C K C T G T K S C C Q K K stop
TTATTCTATCTCTAATAAACATTTCAAATCATAAAAATTTCAAAAATAAAGTTAAATAATAACTAAAATTAAAATAATTTA
TTGTAAATACTGCCTACAAACATATTGTATTCTTAACATAATTTAGTGTTTATCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3’
M 1 M 1 M 1
M 2 M 2
E
A
F
B
G
DC
298 pb
354 pb
517 pb
653 pb
220 pb
154 pb
154 pb
234 pb
298 pb
453 pb
Figura14. Genes TrosMTT1 (Nº. Acc. EU62774) y TrosMTT2 (Nº. Acc. EU62775).(AyE):Fragmento amplificado por 
PCR estándar a partir de ADN genómico total de T. rostrata, empleando las parejas de cebadores MET/MET2 (carril 
A) y MTCU/MTCU2 (carril E2). (ByF):Fragmento amplificado por 3’ RACE a partir de ARN aislado de un cultivo 
expuesto durante 24 horas a Cd 4,45 x 0-5 M (carril B) o Cu 3,5 x 0-4 M (carril F2), y empleando los cebadores 
MET (carril B) y MTCU3 (carril F2), respectivamente. (C):Fragmento amplificado por 5’ RACE a partir de ARN aislado 
de un cultivo expuesto durante 24 horas a Cd, y empleando el cebador MTTTRB (carril C). Cada fragmento fue 
clonado en el plásmido pCR2.TOPO (Invitrogen) (banda superior carilles B y C). (DyG):Secuencias nucleotídicas 
de los ADNc de TrosMTT1 y TrosMTT2, se incluye parte de las regiones 5’ y 3’ UTR. La región aminoacídica inferida 
(código IUPAC de una letra) aparece en azul bajo la secuencia codificante (ORF) subrayada. Se incluyen además las 
potenciales señales de degradación de ARNm (amarillo) y poliadenilazión (púrpura) descritas en otros genes de 
Tetrahymena, y la localización de la cola poliA que presentaron las moléculas de ADNc aisladas.
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siduos de Cys (30, % del total de aminoácidos), distribuidos en diferentes motivos (4 CCC, 2 
CXCC, 6 CCX y 2 CXC) (Figura 4). Presenta un alto porcentaje de identidad (62,3-8,2 %) con 
ciertas Cd-MTs del género Tetrahymena Figura 5). Al igual que las MTs de vertebrados, Tros-
MTT tampoco presenta aminoácidos aromáticos ni residuos de histidina en su secuencia. 
La proteína TrosMTT2 (78 aminoácidos, 8,2 kDa) presenta 22 residuos de Cys (28,2 % 
del total) organizados en 9 motivos CXC,  CCX y 2 XXCXX (Figura 4). Muestra un alto porcen-
taje de identidad (75-86,38 %) con Cu-MTs del género Tetrahymena (Figura 5). Como el resto 
de Cu-MTs de Tetrahymena no contiene motivos CCC. Tampoco presenta aminoácidos aromá-
ticos ni residuos de histidina en su secuencia.
A.3AlineamientomúltipleyanálisisfilogenéticodesecuenciasdeMTsdeTetrahymena
A.3.1ClasificacióndelasmetalotioneínasdelgéneroTetrahymenaendossubfami-
lias:subfamilia7a(Cd-MTs)ysubfamilia7b(Cu-MTs)
Aplicando el programa informático T-Coffee (Notredame et al. 2000) se alinearon las se-
cuencias aminoacídicas inferidas de los genes TtheMTT5, TrosMTT1 y TrosMTT2 con las del resto 
de MTs descritas hasta ahora en el género Tetrahymena (Figura 6). El alineamiento muestra 
que las MTs de Tetrahymena se distribuyen en dos grupos fácilmente distinguibles por el pa-
trón de agrupación de los residuos de Cys. En el primer grupo, la mayoría de las Cys se organi-
zan en motivos de dos o tres Cys consecutivas (CCC y CCX). Por el contrario, el segundo grupo 
prácticamente no presenta Cys adyacentes (excepto un motivo CCX que presentan TrosMTT2 
y TpigMT-2). Hay además otra diferencia estructural entre los dos grupos: la distribución en la 
secuencia de las Lys (K) y Cys (C) En el segundo grupo la mayoría de las Lys aparecen flanquea-
das por dos Cys, al igual que ocurre en las MTs de mamíferos. En cambio, en el primer grupo 
esta distribución es menos habitual (Figura 6). 
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Figura15. Matriz de identidad (%) de 
secuencia entre las MTs del género 
Tetrahymena actualmente conocidas. 
A partir del alineamiento múltiple de 
secuencias aminoacídicas construido 
con el programa TCoffee, se calculó la 
identidad entre las distintas MTs tal y 
como se describe en el apartado6. 
de MYM. Tpig: T. pigmentosa. Tpyr: T. 
pyriformis. Tros: T. rostrata. Tthe: T. ther-
mophila, Ttro: T. tropicalis.
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TpigMT-1 1 MDKQT---CCCGENAKPCCFDPNSGCCCSS--------KENNCCKSDTKDCCSGDKQENG
TtheMTT5 1 MDKIS------GESTKICSKTEEKWCCCPS--------ETQNCCNSDDKQCCVGSG--EG
TpyrMT-2 1 MDKVNNNNCCCVESTQTCCSGVASGCQCTNCQCCKKTTVSNCCCAQNQIKCCSSSN--EG
TtheMTT3 1 MEKIN--NSCCGENTKICCTDLNRQCNCAC--------KTDNCCKPETNECCTDTL--EG
TpyrMT-1 1 MDKVNN-NCCCGENAKPCCTDPNSGCCCVS--------ETNNCCKSDKKECCTGTG--EG
TrosMTT1 1 MDKNS---CCCGENAKPCCTDPNSGCCCSS--------KTNNCCQSDTKECCTGTG--PG
TtroMTT1 1 MDKVT---CCCGENAKPCCTDPNSGCCCSS--------KTNNCCKSDTKDCCTGTG--QG
TtheMTT1 1 MDKVN--SCCCGVNAKPCCTDPNSGCCCVS--------KTDNCCKSDTKECCTGTG--EG
TpigMT-2 1 MDTQTQT-------------KLTTACKCNPCKC-------QP-------LCKCGTT--SA
TrosMTT2 1 MDTQTQT-------------KLTTGCKCNPCKC-------QP-------LCKCGTT--AA
TtheMTT2 1 MDTQTQT-------------KVTVGCSCNPCKC-------QP-------LCKCGTT--AA
TtheMTT4 1 MDTQTQT-------------KVTVGCSCNPCKC-------QP-------LCKCGTT--AA
TpigMT-1 50 CKCTSCKCCQPTKATCCCGDKAKPCCTDPNSGCCCS--------SKDNNCCKTDTKDCCT
TtheMTT5 45 CIYVCCKCCKV-QAECKCGPNAKYCCIDPNTGNCCV--------CKTKFCSKSDSKECCP
TpyrMT-2 59 CKCTNCQCCKDNKTICCCSQNNTKCCSNSNEECKCTNCQCCKTETKSNCCCSQNKNECCK
TtheMTT3 49 CKCVDCKCCKS-HVTCCHGVNVKSSCLDPNSGYQCA--------SKTDNCCKSDTKECCT
TpyrMT-1 50 CK----------------------------------------------------------
TrosMTT1 48 CKCTSCKCCKP--ATCCCGDKAKPCCTDPNSGCCCV--------SKTNNCCKPDTKQCCT
TtroMTT1 48 CKCTGCKCCEPVKADCCCGVNAKPCCTDPNSGCCCS--------SKTNNCCKFDTKDCCT
TtheMTT1 49 CKCVNCKCCKP-QANCCCGVNAKPCCFDPNSGCCCV--------SKTNNCCKSDTKECCT
TpigMT-2 32 CNCQPCENC-----------------------------------------DPCSCNPCKC
TrosMTT2 32 CNCQPCENC-----------------------------------------DPCNCNPCKC
TtheMTT2 32 CNCQPCENC-----------------------------------------DPCSCNPCKC
TtheMTT4 32 CNCQPCENC-----------------------------------------DPCSCNPCKC
TpigMT-1 102 GDK---------------------------------------------------SVDACK
TtheMTT5 96 G-----------------------------------------------------------
TpyrMT-2 119 GKNQGCTCQNCNCCKQVQVGCCCGDK---AKACCTDPNS--GCCCSSKTKKCCDSTEKKQ
TtheMTT3 100 GTQEGCKCTNCQCYKQAQQGCCCGDK---AKACCTDPNS--GCCCSNKANKCCDATSKKE
TpyrMT-1 52 -------CTGCKCCQPAKSGCCCGDK---AKACCTDPNS--GCCCSSKTNKCCDSTNKTE
TrosMTT1 98 GTGDACK-----------------------------------------------------
TtroMTT1 100 GTGQGCKCTGCKCCQPVQAGCCCGDK---AKPCCTDPNS--GCCCSSKTNNCCK------
TtheMTT1 100 GTGEGCKCTSCQCCKPVQQGCCCGDK---AKACCTDPNS--GCCCSNKANKCCDATSKQE
TpigMT-2 51 GTSDACKCNPCKCTD-----CKCAAS----AGCKCSPCNCTDCKCTGT--------E---
TrosMTT2 51 GVSDGCKCNPCKCAD---------------------------CKCTGT--------K---
TtheMTT2 51 GATESCGCNPCKCAE-----CKCGSHTEKTSACKCNPCACNPCNCGST--------SNCK
TtheMTT4 51 GVTESCGCNPCKCAE-----CKCGSHTEKTSACKCNPCACNPCKCGST--------SNCK
TpigMT-1 111 CKTCTC---CQ
TtheMTT5 97 --------GSC
TpyrMT-2 174 CDTCEC---CK
TtheMTT3 155 CQVCQC---CK
TpyrMT-1 100 CKTCEC---CK
TrosMTT1 105 CTGCQC--CKQ
TtroMTT1 149 ADTCEC---CK
TtheMTT1 155 CQTCQC---CK
TpigMT-2 91 ----SCC-QKQ
TrosMTT2 73 ----SCC-QKK
TtheMTT2 98 CNPCKCAECKC
TtheMTT4 98 CNPCKCAECKC
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Figura16.  Alineamiento múltiple de las secuencias aminoacídicas de las MTs del género Tetrahymena conocidas 
actualmente. Las doce secuencias aminoacídicas fueron alineadas empleando el programa informático T-Coffee. En 
verde se destacan los residuos de cisteína (C) y en azul los residuos de lisina (K). Los números representan la posición 
del primer aminoácido en cada línea. Tpig: T. pigmentosa. Tpyr: T pyriformis. Tros: T. rostrata. Tthe: T. thermophila. Ttro: 
T. tropicalis. Las ocho primeras secuencias corresponden a la subfamilia 7a (Cd-MTs), mientras que las cuatro últimas 
pertenecen a la subfamilia 7b (Cu-MTs), como se explica en el texto.
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 A partir del alineamiento múltiple de las secuencias aminoacídicas de MTs, se cons-
truyó un árbol filogenético aplicando el método de máxima verosimilitud (ML, Maximum Like-
lihood) (apartado 6. de MYM) (Figura 7). En él aparecen dos grupos de MTs claramente 
diferenciados, que coinciden con los dos grupos que establecimos en el apartado anterior 
según el patrón de distribución de las Cys. Para analizar la fiabilidad de dicho árbol, se comparó 
con el obtenido empleando otros métodos de inferencia filogenética (NJ y MB), obteniéndo-
se árboles muy similares (Figura 7). Estos árboles corroboran la clasificación de las MTs de 
Tetrahymena en los dos grupos previamente establecidos según caracteres estructurales. La 
probabilidad de que estos dos grupos estén correctamente separados es del 99,9 % (valor de 
boostrap 0,999 para el árbol ML) al 00 % (probabilidad ,0 para el MB) según el tipo de árbol 
(Figura 7). 
A.3.2EstructuramodulardelasMTsdeTetrahymena
La secuencia aminoacídica de las 8 MTs de la subfamilia 7a (Cd-MTs) está compues-
ta por segmentos o módulos que llevan el motivo CXCCK en posición C-terminal, con algu-
nas excepciones. Los módulos (27-54 aa de longitud) están separados por segmentos de 3-8 
aminoácidos que denominamos “linkers” (o uniones entre módulos). Así TyprMT-, TtheMTT5, 
TrosMTT y TpigMT- tienen una estructura bimodular, TtheMTT, TtheMTT3 y TrosMTT están 
compuestas por tres módulos, y TpyrMT-2 presenta 5 módulos (Figura 8). 
En estos módulos la posición de las Cys está muy conservada. Además, estos módulos 
están compuestos por 2 tipos de submódulos: submódulos de tipo  (C
3
X
6
C
2
X
6
) y un submó-
dulo de tipo 2 (C
2
X
6-8
CXCX
2
CXC
2
X
-2
; donde la última X es K (7,4 %), Q (23,8 %) o E (4,7 %)). En la 
mayoría de los casos los módulos están formados por 2 submódulos tipo  y  submódulo tipo 
CdMT Módulo Linker Submódulo Tipo 1 Submódulo Tipo 1 Submódulo Tipo 2 Longitud
TpyrMT-1 mod 1 MD-KVNNN CCCGENAKPCCTDPNSG CCCVSETNNCCKSDKKE CCTGTGEG--CKCTGCKCCQ 52
TtheMTT1 mod 1 MD--KVNS CCCGVNAKPCCTDPNSG CCCVSKTDNCCKSDTKE CCTGTGEG--CKCVNCKCCK 52
TtheMTT1 mod 2 ----PQAN CCCGVNAKPCCFDPNSG CCCVSKTNNCCKSDTKE CCTGTGEG--CKCTSCQCCK 52
TrosMTT1 mod 1 MD---KNS CCCGENAKPCCTDPNSG CCCSSKTNNCCQSDTKE CCTGTGPG--CKCTSCKCCK 52
TrosMTT1 mod 2 -----PAT CCCGDKAKPCCTDPNSG CCCVSKTNNCCKPDTKQ CCTGTGDA--CKCTGCQCCKQ 53
TpygMT-1 mod 1 MD---KQT CCCGENAKPCCFDPNSG CCCSSKENNCCKSDTKD CCSGDKQENGCKCTSCKCCQ 54
TpygMT-1 mod 2 ---PTKAT CCCGDKAKPCCTDPNSG CCCSSKDNNCCKTDTKD CCTGDKSVDACKCKTCTCCQ 54
TtroMTT1 mod 1 MD---KVT CCCGENAKPCCTDPNSG CCCSSKTNNCCKSDTKD CCTGTGQG--CKCTGCKCCE 52
TtroMTT1 mod 2 ---PVKAD CCCGVNAKPCCTDPNSG CCCSSKTNNCCKFDTKD CCTGTGQG--CKCTGCKCCQ 52
TtheMTT3 mod 1 ME—KINN SCCGENTKICCTDLNRQ CNCACKTDNCCKPETNE CCTDTLEG--CKCVDCKCCK 52
TtheMTT3 mod 2 ----SHVT CCHGVNVKSSCLDPNSG YQCASKTDNCCKSDTKE CCTGTQEG--CKCTNCQCYK 52
TtheMTT5 mod 1 MD--KIS- ---GESTKICSKTEEKW CCCPSETQNCCNSDDKQ CCVGSGEG--CIYVCCKCCK 49
TtheMTT5 mod 2 ----VQAE CKCGPNAKYCCIDPNTG NCCVCKTKFCSKSDSKE CCPGGSC 41
TpyrMT-2 mod 1a MDKVNNNN CCCVESTQTCCSGVASG ----------------- ----------CKCTNCQCCK 27
TpyrMT-2 mod 1b --KTTVSN CCCAQNQIKCCSSSNEG ----------------- ----------CKCTNCQCCK 27
TpyrMT-2 mod 1c ---DNKTI CCCSQNNTKCCSNSNEE ----------------- ----------CKCTNCQCCK 27
TpyrMT-2 mod 1d --TETKSN CCCSQNKNECCKGKNQG ----------------- ----------CTCQNCNCCK 27
TtheMTT1 mod 3 ---PVQQG CCCGDKAKACCTDPNSG CCCSNKANKCCDATSKQ -----------ECQTCQCCK 43
TtheMTT1 mod 3 ---PVQAG CCCGDKAKPCCTDPNSG CCCSSKTNNCCKA---- -------------DTCECCK 37
TtheMTT3 mod 3 ---QAQQG CCCGDKAKACCTDPNSG CCCSNKANKCCDATSKK -----------ECQVCQCCK 43
TpyrMT-1 mod 2 ---PAKSG CCCGDKAKACCTDPNSG CCCSSKTNKCCDSTNKT -----------ECKTCECCK 43
TpyrMT-2 mod 2 ---QVQVG CCCGDKAKACCTDPNSG CCCSSKTKKCCDSTEKK -----------QCDTCECCK 43
Consenso X4-8 C3X6C2X6 C3X6C2X6 C2X6 + CXCXXCXC2X
Figura18.Estructura modular de las MTs de la subfamilia 7a (Cd-MTs). Con colores se indican los residuos conserva-
dos de Cys (C, verde), Lys (K, azul), Gln (Q, amarillo) e His (H, rosa). Tpig: T. pigmentosa. Tpyr: T pyriformis. Tros: T. rostrata. 
Tthe: T. thermophila. Ttro: T. tropicalis.
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2 (Figuras 8 y 9), aunque hay excepciones, como TpyrMT-2 que presenta 4 módulos com-
puestos sólo por  submódulo tipo , y medio submódulo tipo 2. El segundo o tercer módulo 
de varias Cd-MTs presenta 2 submódulos tipo  y medio submódulo tipo 2. 
Aunque las Cu-MTs de Tetrahymena no presentan una estructura modular tan clara, 
el alineamiento de las secuencias muestra también una posible organización basada en re-
peticiones del motivo CKCX
2-5
CXC (donde K pude ser sustituido a veces por otro aminoácido) 
(Figura 20).
A.4AnálisisdelaexpresióndegenesdeMTsdeTetrahymenabajodiferentessituaciones
deestrés
A.4.1AnálisiscomparativodelaexpresióndelosgenesMTT1,MTT3yMTT5deT.
thermophila(TtheMTT1,TtheMTT3yTtheMTT5)
Los niveles de expresión de los tres genes codificantes para cada una de las Cd-MTs de 
T. thermophila bajo diferentes condiciones de estrés (Tabla 8) fueron analizados mediante RT-
PCR cuantitativa (RT-PCRq). Dado que estos genes se expresan también de forma constitutiva 
(Díaz et al. 2007), se determinó la expresión relativa de cada gen respecto a los niveles basales 
(cultivo control no tratado, cuyo nivel de expresión se fija como ). En la Figura 2 se muestran 
los niveles de expresión respecto al control no tratado, y normalizados respecto al gen de ex-
presión constitutiva codificante de la a-tubulina  (ATU1; Nº Acc. M86723). Todos los metales 
ensayados inducen la expresión de los tres genes, a excepción del Ni y el Cu, para los que la 
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Figura19. Representación LOGO 
de los aminoácidos conservados 
en la estructura modular de las 
Cd-MTs del género Tetrahymena. 
El tamaño de cada letra repre-
senta el nivel de conservación de 
cada residuo. Las columnas del 
logo en que no aparece ninguna 
letra se deben a que en esa posi-
ción del módulo la conservación 
de residuos es mínima.
Figura20. Alineamiento múltiple de secuencias de Cu-MTs del género Tetrahymena. Tpig: T. pigmentosa. Tros: T. 
rostrata. Tthe: T. thermophila. Los aminoácidos idénticos se indican con fondo oscuro. 
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expresión de los tres genes es similar a los niveles basales (Figura 2). El Cu sólo induce la ex-
presión de TtheMTT5 (2,4 veces los niveles basales, p<0,05) tras  h de exposición. TtheMTT5 
es el gen más inducible de los tres, siendo el que mayores niveles de expresión presenta en 
todos los tratamientos ensayados, y el que responde a mayor número de agentes estresantes. 
En general, TtheMTT1 y TtheMTT3 presentan un patrón de inducción similar, aunque TtheMTT3 
suele alcanzar menores niveles de expresión, excepto para la exposición al Zn durante h, que 
induce la expresión de TtheMTT3 (~4 veces, p<0,05) a mayores niveles que la de TtheMTT 
(~9 veces, p<0,05) (Figura 2, A y B).
El Cd es uno de los mejores inductores de la expresión de los genes TtheMTT1 (~0 
veces, p<0,05) y TtheMTT5 (~50 veces, p<0,05). Los mayores niveles de expresión de TtheMTT1 
y TtheMTT3 se alcanzan tras la exposición de las células a Cd (o la mezcla Cd+Cu) y Zn respecti-
vamente, y la inducción es estadísticamente significativa (p<0,05) respecto a la expresión basal 
en todos los casos. Los máximos niveles de expresión del gen TtheMTT5 se alcanzan con el Pb 
(~75-22 veces, p<0,05), Cd (~50 veces, p<0,05), As (~60 veces, p<0,05) y la mezcla Cd+Cu (~58 
veces, p<0,05). Como refleja la Figura 2, los tres genes se inducen preferentemente más por 
Cd o Zn que por Cu, ratificando la clasificación de estas tres isoformas como Cd-MTs (apartado 
A3. de R).
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Figura21.Análisis mediante RT-PCR cuantitativa de la expresión de los genes MTT1, MTT3 y MTT5 de T. thermophila 
bajo diferentes situaciones de estrés. (A,ByC): Nivel de inducción relativa respecto al control no tratado de los tres 
genes tras la exposición de las células a distintos metales pesados durante  h (barras claras) o 24 h (barras oscuras). 
(D): Nivel de inducción de los tres genes tras la exposición de las células a distintos agentes estresantes: baja (4ºC) 
y alta (42ºC) temperatura durante 2 h, pH ácido y básico durante 24 h, Paraquat (PQ) durante 24 h, y ausencia de 
nutrientes o inanición (In) durante 24 h o 4 días. Las barras representan el nivel de expresión relativa respecto al cul-
tivo control no tratado (valor ), y normalizados respecto a la expresión del gen constitutivo ATU1 (a-tubulina). Cada 
barra corresponde al valor medio ± la desviación estándar de dos experimentos independientes. Los asteriscos 
indican la existencia de diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) respecto al control. Las concentraciones 
de metales empleadas así como las condiciones de cada tratamiento se indican en la Tablas 8 y 9.
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En general, ante una exposición a metales corta ( h) o larga (24 h) parece que el pa-
trón de inducción de cada gen es similar, excepto para el Zn (el nivel de inducción de los tres 
genes es superior tras  h de tratamiento) y el Pb (la inducción de TtheMTT5 es superior tras 24 
h de exposición al metal). Para todos los metales (excepto el Ni) testados, la inducción de la ex-
presión de TtheMTT1 y TtheMTT5 por el metal tras  o 24 h de exposición es estadísticamente 
significativa (p<0,05) respecto a la expresión basal (Figura 2, A y C). Sin embargo, la inducción 
de TtheMTT3 sólo resultó estadísticamente significativa (p<0,05) para el Cd, Zn o Cd+Cu (Figura 
2, B). 
Los niveles de ARNm de estos tres genes aumentan también ante otros estresores am-
bientales distintos a metales pesados. Los resultados de RT-PCRq reflejan una elevada induc-
ción de la expresión de TtheMTT5 ante pH ácido (~78 veces, p<0,05) (Figura 2, D) y también, 
aunque en menor medida, ante pH básico (~6 veces, p<0,05). TtheMTT5 responde también al 
estrés oxidativo causado por la exposición a paraquat (~6 veces, p<0,05) y al estrés nutricional 
(inanición) durante 24 horas (~3 veces, p<0,05) (Figura 2, D). Por el contrario los niveles de 
TtheMTT1 y TtheMTT3 sólo se incrementaron ligeramente ante pH ácido (p<0,05). La inducción 
producida por el choque térmico de elevada temperatura no es estadísticamente significativa 
para ninguno de los genes (Figura 2, D). 
A.4.2AnálisiscomparativodelaexpresióndelosgenesMTT1yMTT2deT.rostrata
(TrosMTT1yTrosMTT2)
 De forma similar se analizaron los niveles de expresión de los genes MTT1 y MTT2 de T. 
rostrata ante diferentes situaciones de estrés. Los niveles de inducción relativa a la expresión 
basal (control no tratado) del gen TrosMTT1 fueron significativamente superiores a los de Tros-
MTT2 ante el mismo tipo de estrés (Figura 22, A y B).
En lo referente a los metales pesados, la exposición corta ( h) al metal incrementó 
la expresión de los dos genes a mayores niveles que una exposición más prolongada (24 h), 
excepto para el Zn y el Ni. Además los patrones de expresión de ambos genes en respuesta 
a metales son bastante diferentes. Mientras que TrosMTT1 fue inducido preferentemente y 
significativamente por Cd, Pb y As (aunque el resto de metales ensayados también inducen 
su expresión a un menor nivel) (Figura 22, A), TrosMTT2 se expresa mayoritariamente tras la 
exposición a Cu (aunque también se expresa en respuesta a otros metales) (Figura 22, B); lo que 
corrobora la denominación de estas MTs como Cd-MT y Cu-MT respectivamente (apartado 3. 
de R). Los niveles de expresión inducidos por todos los metales testados (excepto el Ni para 
TrosMTT2) fueron estadísticamente significativos (p<0,0 o p<0,05) respecto a la expresión 
basal, como se indica en la Figura 22. 
Aunque ambos genes se sobreexpresaron tras un choque térmico (42 ºC) de 2 h, sólo 
la inducción de TrosMTT1 resultó estadísticamente significativa (p<0,0) (Figuras 22, C y D). Los 
dos genes TrosMTT1 y TrosMTT2 incrementaron su expresión durante la inanición (24h), siendo 
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A.5EstudiodelaregiónpromotoradelgenMTT5deT.thermophila
A.5.1Análisisinsilicodelasregiones5’y3’UTRdelgenTtheMTT5
Mediante los programas informáticos de alineamiento múltiple MEME y Gibbs sampler 
(apartado 6.2 de MYM), se analizaron las regiones 5’ y 3’ UTR del gen MTT5 de T. thermophila, 
en busca de motivos conservados que pudieran estar relacionados con la regulación de la 
transcripción de dicho gen (Figura 23).
En la región 5’UTR se encontró un motivo conservado repetido hasta trece veces que 
denominamos MTCM (Motivo  Conservado en Metalotioneínas), cuya secuencia consenso 
es 5’ACTCATGATTCACAC3’ (Figura 23). Este motivo aparece también en la región promotora 
de TtheMTT1 (seis veces), TtheMTT3 (dos veces) y TpyrMT-1 (cinco veces). Muchas de las copias 
la inducción de la expresión de TrosMTT1 estadísticamente significativa (p<0,0) respecto al 
control, y superior a la de TrosMTT2. Sin embargo, tras 4 días de ausencia de nutrientes sola-
mente se sobreexpresó TrosMTT1 (p<0,0) (Figura 22, C y D). El estrés oxidativo producido por 
el paraquat (PQ) tampoco indujo significativamente la expresión de los dos genes, al igual que 
tampoco lo hicieron ni el pH ácido ni el básico (Figura 22, C y D). 
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Figura22. Análisis mediante RT-PCR cuantitativa de la expresión de los genes MTT1 y MTT2 de T. rostrata bajo 
diferentes situaciones de estrés. (AyB): Inducción relativa de ambos genes respecto al control no tratado tras 
la exposición de las células a distintos metales pesados durante 24 h. (CyD):Inducción de los dos genes tras la 
exposición de las células a otros agentes estresantes: baja (4ºC) y alta (42ºC) temperatura durante 2h, pH ácido y 
básico durante 24 h, Paraquat (PQ) durante 24 h, y ausencia de nutrientes o inanición (In) durante 24 h o 4 días. Las 
barras representan el nivel de expresión relativa respecto al cultivo control no tratado (valor ), y normalizados res-
pecto a la expresión del gen constitutivo ATU1 (a-tubulina). Cada barra corresponde al valor medio ± la desviación 
estándar de dos experimentos independientes. Los asteriscos indican la existencia de diferencias estadísticamente 
significativas (*p<0,05 ó **p<0,00) respecto al control. Las concentraciones de metales empleadas así como las 
condiciones de cada tratamiento se indican en la Tablas 8 y 9.
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del motivo MTCM incluyen la secuencia TGANTCA, que es similar al sitio de unión del factor 
de transcripción eucariota del tipo AP- (TGA[G/C]TCA) (Hurst 995). La región 5’UTR del gen 
TtheMTT5 presenta además una duplicación en tándem de 46 pb. Las dos copias (localizadas 
desde el nucleótido -22 a -628, y desde -629 a -.042) presentan un 96 % de homología entre 
ellas. Cada una de ellas contiene 5 copias del motivo MTCM repetido con una periodicidad 
de 54 pb (Figura 23).
En la presumible región promotora de TtheMTT5 se encontró también una región con-
servada de 6 pb, situada a 2-3 pb del codon inicio de la traducción (Figura 23), que aparece 
también en los promotores de los genes TtheMTT1 y TtheMTT3, compartiendo una homología 
del 70-87 % respectivamente. 
5’
TCAAAAAAGCAAAGTAACTACATTAAGTTGTAAATTTACAAATTCTAATAATTTGATTTCTTTCGAAATT
TTTAAATTGTAAATAGATAAAATTGAATTAAAAATATTAAATTAGTATTAATCTGTTTATGATCAATATT
TGCTATTTTTTAATTTTCAAAATTATGATTTAATTACTAATAATTCACTCACCACTTAAAATGATTGTGA
TAAGAGTCAAAATATACCATGATATAATTCACTCACCGCTTAAAATGATTATAATAAGAATATAAAAATA
CTCATGATTCACACAACTAAATAAATAATGAATGCTTTTAAAGTAAAGTGTAATCCCTCATGATTCACAC
AACAAATTATAAAAAAATATCAAATTGAATATTTACTCATGATTCACTCAACAAAATAAAGTAAGAAATG
CTACAAATTTGAATTAATACTCATGATTCACACAAGATTTCAAAATATATTTAATCTTTATCAAAAGATA
CTCATCAAGTACGCAGCAAATATAAAAATGAAAGCCTTTAACTTAAAAGTAGTCACTCATGAATCACATA
AAATATAAATTCAAAATTATGATTTAATTACTAATAATTCACTCACCACTTAAAATGATTGTGATATGAG
TCAAAATATACCATGATATAATTTACTCACCGCTTAAAATGATTATAATAAGAATATAAAAATACTCATG
ATTCACACAACTAAATAAATAATGAATGCTTTTAAAGTAAAGTGTAATCCCTCATGATTCACACAAAAAA
TTATAAAAAAATATCAAATTGAATATTATTTACTCATGATTCACTCAACAAAAGTAAGTAAGAAATGCTA
CAAATTTGAATTAATACTCATGATTCACACAAGATTTCAAAATATATTTAATCTTTTTCAAAAGATACTC
ATCAAGTACGCAACAAATATAAAAATGAATGCCTTTAACCTAAAATTAGTTACTCATGATTCACATAAAA
TATAAAATTTATGTGATTCATGAGTCTAGCTTTAGTCAATAGTCACCAATTATATTTTTTCATGAAAAAA
ATAAGTGTGATTCTTGAATACAATCATGAGTTCACCATTTAAACATATATTTAAATACTCAAATATTTTT
TATAAAAACTAGAAACAGATAAAATAAAAAATAGTTGTAGTATACTAATAATCAATATAATATATCAGAT
TAAAAATATGGATAAAATTTCTGGTGAAAGCACTAAAATTTGTAGCAAAACTGAAGAAAAGTGGTGCTGC
       M  D  K  I  S  G  E  S  T  K  I  C  S  K  T  E  E  K  W  C  C
TGCCCTAGTGAGACCCAAAATTGCTGCAATTCTGATGATAAATAATGTTGTGTCGGTTCAGGAGAAGGAT
C  P  S  E  T  Q  N  C  C  N  S  D  D  K  Q  C  C  V  G  S  G  E  G  C
GCATATATGTATGCTGCAAGTGTTGTAAGGTTCAAGCTGAATGTAAATGCGGACCTAATGCTAAATACTG
  I  Y  V  C  C  K  C  C  K  V  Q  A  E  C  K  C  G  P  N  A  K  Y  C
TTGTATAGATCCCAATACTGGAAACTGTTGTGTTTGTAAAACTAAATTTTGTAGTAAATCAGATTCTAAA
 C  I  D  P  N  T  G  N  C  C  V  C  K  T  K  F  C  S  K  S  D  S K
GAATGCTGCCCTGGAGGTAGTTGCTGAAACTACTTACCTAATATCGATATATCTAAGGTTATCAAAATTT
E  C  C  P  G  G  S  C  stop
AATTTTAAGAATTTCTCAAAGGTTAAATGAATTTATTTTAAATAAAATAGCTTAGTCAGTCTACAAAAAG
AAGGAATTTTTTAATATCAATAAAAACTAAATGATTGATTTAAATATTGTTTGCTTTGAGTACAATAATT
TACCTTTAAAAATGAAAATTAATTGATAATATATATTAGTTATCATTAGATATATATTACTCTTTATATA
TCGTATATTTGCAATCAAATGAATGATTAAAATTTTTTTTTTTCAGATTTATTTCAATTAAAAAAAGT 3’
Figura23. Secuencia nucleotídica del gen MTT5 de T. thermophila y sus regiones 5’ y 3’ UTR. La secuencia codificante 
completa (ORF) aparece subrayada, sobre la secuencia aminoacídica inferida que codifica (código IUPAC, azul). La 
región 5’UTR presenta una duplicación en tándem de 46 pb (la región azul subrayada es la duplicación de la re-
gión azul no subrayada). El motivo conservado MTCM aparece destacado en azul, y en rojo una copia invertida del 
mismo. En negrita se indica una región conservada de 6 pb, situada a 2-4 pb del codon de inicio de la traducción, 
similar a la descrita en los promotores de los genes TtheMTT1 y TtheMTT3 de T. thermophila. La caja TATA (TAATAA) 
se muestra subrayada. En la región 3’ UTR se indican las posibles señales de poliadenilación (púrpura) y degradación 
del ARNm (rosa). La región que abarca el intrón se destaca en amarillo y el subrayado indica regiones autoaparean-
tes dentro de dicha secuencia intrónica. Las flechas indican la localización de diferentes sitios de colas poliA iden-
tificados tanto a partir de las secuencias ESTs de TtheMTT5 depositadas en el NCBI, como de nuestras genotecas de 
expresión de poblaciones celulares tratadas con Cd o As (datos no publicados).
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Además se identificó una posible caja TATA (localizada en el nucleótido -32), pero en 
cambio no se encontraron cajas CCAAT y cajas GC ni los elementos MREs (elementos de res-
puesta a metales), que son frecuentes en los promotores de genes MT de diversos organis-
mos. 
En la región 3’UTR de TtheMTT5 se identificaron 4 señales de degradación de ARNm 
(ATTTA) (Figura 23). Además, al alinear la secuencia genómica con diversas secuencias ADNc de 
este gen (obtenidas de nuestras genotecas de expresión tras el tratamiento de las células con 
Cd o As (datos no publicados) y de diversas ESTs de genotecas de otros autores disponibles en 
el NCBI), se detectó la existencia de un intrón de 
63 pb, situado 30 pb después del codon de fina-
lización de la transcripción TGA (Figura 23). Dicho 
intrón contiene sitios canónicos de procesamien-
to, y representa el primer intrón descrito en tráns-
critos de MTs en Tetrahymena. Este intrón contiene 
en su secuencia dos hipotéticas señales de degra-
dación de ARNm (Figura 23). Como se puede ver 
en la Figura 24, la región intrónica posee dos re-
giones de secuencia complementaria que pueden 
formar horquillas. 
Se han encontrado también dos putativas 
señales de poliadenilación (AATAAA) (Figura 23) 
descritas en otros genes de Tetrahymena (Piccinni 
et al. 999; Boldrin et al. 2003; Dondero et al. 2004). 
Además, a partir de las secuencias de ADNc proce-
dentes tanto de diferentes genotecas de expresión de nuestro grupo(datos no publicados) y 
de otros autores depositadas en el NCBI, se han identificado diversos sitios de localización de 
la cola poliA (Figura 23). 
A.5.2Búsquedadeproteínas implicadas en la regulacióndelpromotordelgen
TtheMTT5
A.5.2.1BúsquedaycaracterizaciónestructuraldegenesdelasuperfamiliabZIP
enelgenomamacronucleardeT.thermophila
Como se indicó en el apartado A.5., en la región 5´UTR del gen TtheMTT5 se han en-
contrado numerosos motivos (MTCM), que son similares al lugar de unión de factores de 
transcripción del tipo AP-. Como este tipo de factor de transcripción pertenece a la superfa-
milia de factores de transcripción bZIP (Basic leucine zipper: cremallera de leucina con una re-
gión básica), buscamos en el genoma macronuclear de T. thermophila ortólogos a genes bZIP. 
Output of sir_graph (©)
mfold_util 4.4
Created Wed May 13 05:49:49 2009
dG = -8.29 09May13-05-49-29 
UGAA
AC
UA
C
U
U
A
C
C
U
A
A
U
AUC
G
A
U
A
U
A
U
C U A
A
G
G
U
U
A
U
C
A
A
A
A
U
U
U
A
A
U
U
U
U
A
A
G
A
A
U U
U
C
U
C
A
A
A
G
G
U
U
A
A
A
U
G A
A
U
U
U
A
U
U
U U
A
A
A
U
A
A
A
A
U
A
G C U
U A
G
UC
AGU
C
U
A
C
A
A
A
A
A
G
A
A
G
G
AA
U
U
U
U
U
U
A
A
UAU
5’
3’
20
40
60
80
100
120
Figura24. Estructura secundaria de la región 3´UTR 
que engloba (amarillo) el intrón del gen TtheMTT5.
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El genoma de T. thermophila presenta cuatro genes anotados como codificantes para 
cuatro hipotéticas proteínas de la superfamilia de los factores de transcripción bZIP (TTHERM_
00349090 o TthebZIP1, TTHERM_0044240 o TthebZIP2, TTHERM_00245720 o TthebZIP3 y 
TTHERM_00442930 o TthebZIP4) (Figura 25), y cuyas características se resumen en la Tabla 24. 
La característica de esta superfamilia es la presencia del dominio bZIP en su secuencia ami-
noacídica. El dominio bZIP está formado por una región rica en aminoácidos básicos (región 
básica) seguida de un motivo denominado “cremallera de leucina” (leucine zipper, LZ), com-
puesto por cuatro o más residuos de leucinas que se repiten cada seis aminoácidos (Hurst 
995). A partir del análisis in silico de estos cuatro genes, se localizó la presencia del dominio 
bZIP en la secuencia aminoacídica inferida de cada uno de ellos (Figura 26). 
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en este 
trabajo
Scaffold MIC 
Gen ID pb Ex Int
ESTs
Nº de Acceso 
(Genoteca) 
Nº Acceso aa MM
(KDa)
TthebZIP1 8254609 1R 4524215 3181 5 4 BM396152
(células 
en crecimiento) 
EAR85491.1 567 64,9
TthebZIP2 8254406 2L 4514651 1975 3 2 -- EAS03556.1 504 58,9
TthebZIP3 8254609 1R 4524271 3242 10 9 -- EAR85543.1 812 93,4
TthebZIP4 8254460 1L 4513918 2868 6 5 BM397881
(células en 
cremimiento)
EAS02819.1 722 84
Figura25. Estructura de los genes putativos codificantes de factores de transcripción de tipo bZIP presentes en el 
genoma macronuclear de T. thermophila. Los números indican la longitud en pares de bases de los exones (cuadros 
grises) e intrones (líneas) de cada gen. A:TthebZIP1. B:TthebZIP2.C:TthebZIP3 y D:TthebZIP4.
Tabla24.  Características estructurales de los genes bZIP presentes en el genoma macronuclear de T. thermophila. 
aa: número de aminoácidos. Ex: número de exones. Gen ID: número de identificación de la secuencia nucleotídica 
dentro del scaffold. Int: número de intrones. MIC: localización en el cromosoma micronuclear. MM: Masa molecular 
(KDa). pb: pares de bases. scaffold: región ensamblada. L: brazo izquierdo del cromosoma  de T. thermophila. R: 
brazo derecho del cromosoma . 2L: brazo izquierdo del cromosoma 2. 
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El gen TthebZIP2 presenta tres exones y dos intrones, y codifica para una proteína de 
504 aminoácidos, con una masa molecular estimada de 58,9 KDa. El análisis de su secuencia 
aminoacídica inferida muestra que la proteína presenta el dominio bZIP hacia el extremo C-
terminal de la molécula (del residuo 277 al 33) (Figura 26). La región básica (del residuo 277 
al 300) presenta varios de los residuos conservados entre todas las proteínas de la familia bZIP 
(secuencia consenso N--AA--[CS]R) (Hurst 995) (Figura 26). El motivo cremallera de leucina 
(LZ) (del aminoácido 303 al 33) está compuesto por cinco residuos de Leu situados cada seis 
aminoácidos (Figura 26). Al igual que en el resto de proteínas bZIP, esta región se dispone en 
forma de a-hélice (Figuras 27, A y F), de modo que cada residuo de Leu ocupa la misma posi-
ción rotacional. El dominio LZ permite la dimerización con otra proteína (monómero) bZIP, de 
forma que las dos a-hélices se asocian formando una estructura denominada coiled-coil. Se-
gún el análisis in silico, la proteína TthebZIP2 presenta una región (del residuo 300 al 340) que 
podría formar una estructura de tipo coiled-coil, y corresponde al motivo LZ (Figura 27, E). 
La secuencia aminoacídica de los otros tres genes (TthebZIP1, TthebZIP3 y TthebZIP4) 
presenta también el patrón bZIP, en el que aparecen varios de los residuos conservados en 
la región básica (Figura 26). Sin embargo, a diferencia de TthebZIP2, el domino cremallera de 
leucina (LZ) de estas tres proteínas es más variable. El dominio LZ de TthebZIP3 y TthebZIP 
contiene 5 residuos de Leu, pero no se disponen cada seis aminoácidos, como sucede en la 
familia bZIP (Figura 26). El análisis in silico de la estructura secundaria de las dos proteínas 
confirmó que TthebZIP y TthebZIP3 presentan un motivo LZ en a-hélice, que podría formar la 
estructura de tipo coiled-coil con otra proteína bZIP (Figura 27, E). 
Por otro lado, el dominio LZ de TthebZIP4 sólo presenta 3 residuos de Leu (Figura 26), 
dos de ellos contiguos y el siguiente residuo separado 6 aminoácidos, todos ellos en una a-
hélice (Figura 27, D).
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Figura26. Alineamiento múltiple parcial de secuencias aminoacídicas de las proteínas TthebZIPs con  factores de 
transcripción de la superfamilia bZIP de diferentes organismos. Se muestran la región básica y la cremallera de leu-
cina (LZ). HsapFOS: proteína FOS de Homo sapiens (Nº. Acc. CAG47063). CeleFOS-: proteína FOS- de Caenorhabditis 
elegans (Nº. Acc. NP_0003348). MmusJUN-B: proteína JUN-B de Mus musculus (Nº. Acc. NP_032442). RnorATF3: 
proteína ATF3 de Rattus norvegicus (Nº. Acc. NP_037044). BtauCREB: proteína CREB de Bos taurus (Nº. Acc. P27925). 
DmelCREB-A: proteína CREB-A de Drosophila melanogaster (Nº. Acc. AAA28427). Los números indican la posición del 
primer residuo mostrado en el alineamiento parcial. AP-: factores de transcripción considerados como AP-.
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Conf:
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Conf:
Pred:
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 = coil 
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Figura27.Análisis de la estructura secundaria de las hipotéticas proteínas bZIPs de T. thermophila.(A-D): Estructu-
ra secundaria inferida, según el programa informático PsiPred, a partir de la secuencia aminoacídica de cada una de 
ellas (sólo se muestra la secuencia correspondiente a los residuos 240-280 a 480-520). Los cilindros verdes indican la 
posición de las a-hélices, y las flechas amarillas las láminas-β. Las barras azules indican el nivel de confianza.
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Figura27.(continuación).Análisis de la estructura secundaria de las hipotéticas proteínas bZIPs de T. thermophi-
la.(E): Regiones  implicadas en la formación de estructuras coiled-coil. Cada gráfico muestra las regiones de cada 
secuencia aminoacídica capaces de interaccionar con otra proteína (monómero) bZIP para formar estructuras de 
tipo coiled-coil. (F):Región en a-hélice de la proteína TthebZIP2. (G): Representación esquemática de la unión de un 
dímero bZIP al ADN a través de la región básica de cada monómero. 
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A.5.2.2AnálisisdelaexpresióndetresdelosgenesbZIP(TthebZIP1,TthebZIP2
yTthebZIP3)deT.thermophila
De los cuatro genes bZIP de T. thermophila, al menos tres (TthebZIP1, TthebZIP2 y Tthe-
bZIP3) podrían ser buenos candidatos para codificar el/los posible/s factor/es de transcripción 
involucrados en la regulación de la expresión de los genes de Cd-MTs de T. thermophila. Por 
esta razón, se analizó si estos genes eran igualmente inducidos por Cd, al igual que los genes 
Cd-MTs de este ciliado. La Figura 28 muestra el análisis mediante RT-PCR cuantitativa de la ex-
presión de los tres genes bZIP seleccionados respecto a los niveles de expresión basal (cultivo 
control no tratado), bajo el estrés producido por Cd en condiciones similares a las utilizadas 
para el análisis de expresión de los genes Cd-MTs. 
Los tres genes incrementaron su expresión en respuesta a Cd, aunque TthebZIP1 pre-
sentó un patrón de inducción diferente al de TthebZIP2 y TthebZIP3. TthebZIP1 parece respon-
der mejor a exposiciones cortas (h) de Cd, mientras que TthebZIP3 y TthebZIP2 alcanzan nive-
les mayores de expresión a exposiciones prolongadas (24h) (Figura 28).
A.5.2.3EstudiodelainteraccióndelmotivoMTCM1conproteínaspresentesen
extractosnuclearesdeT.thermophila
Para determinar si al motivo MTCM se une alguna proteína de T. thermophila, se rea-
lizaron varios ensayos de tipo EMSA bajo determinadas condiciones que fueron previamen-
te optimizadas. Mediante esta metodología (apartado .2 de MYM) se analizó la potencial 
unión de las proteínas presentes en un extracto nuclear procedente de células de T. thermo-
phila cepa SB969, expuesta durante 2 h a Cd 0,9 µM en tampón Tris-HCl 0 mM pH 6,8, al 
oligonucleótido MTCM (Tabla 8) marcado con DIG. Para ello, el oligonucleótido fue incuba-
do durante 30 minutos a temperatura ambiente con concentraciones crecientes del extracto 
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Figura28. Análisis de los niveles de expresión de los genes TthebZIP tras la exposición de las células a Cd 44,5 mM ( 
ó 24h) en medio PP20. Cada barra del histograma representa el nivel de expresión relativa respecto al cultivo con-
trol no tratado (valor ) y normalizados respecto a la expresión del  gen constitutivo ATU1 (a-tubulina). Cada barra 
corresponde al valor medio ± la desviación estándar de al menos dos experimentos independientes. Los asteriscos 
indican diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) en la expresión del gen respecto a los niveles basales.
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nuclear (preferentemente macronuclear) (Figura 29, extracto MAC) a las condiciones óptimas 
de unión ADN-proteína que aparecen en la Figura 29. Como competidor inespecífico se añadió 
el oligonucleótido poli(dI-dC) a la mezcla de reacción. La aparición de dos bandas discretas y 
mayoritarias cuando el extracto nuclear de T. thermophila era incubado con el motivo MTCM 
marcado, indicaba que este ciliado presenta una o varias proteínas que se unen a este motivo. 
La formación del complejo MTCM-proteína/s provocó un retardo en la movilidad electrofo-
rética del oligonucleótido MTCM (Figura 29, A, carriles 2-7) respecto a la reacción control sin 
extracto nuclear (Figura 29, A y B, carril 0). La intensidad de las bandas, y por tanto la cantidad 
de complejo ADN-proteína formado, aumentó con mayores concentraciones de extracto nu-
clear y tampón de unión (carriles 5-7). Además, cuando los extractos nucleares procedían de 
un cultivo tratado con Cd durante 2 horas (Figura 29, B, carriles 3 y 4), se observaban bandas de 
mayor intensidad que cuando los extractos procedían de cultivos tratados durante 30 minutos 
(Figura 29, B, carriles  y 2). Cabe suponer por tanto, que las células tratadas con Cd durante 2 
horas contenían mayor cantidad de la/s proteína/s capaz/ces de interaccionar con el motivo 
MTCM.La especificidad de la unión ADN-proteína fue demostrada por la adición del motivo 
MTCM no marcado (competidor específico) (50x, 00x y 200x en exceso), que redujo signifi-
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Figura29. Ensayos de retardo de la movilidad electroforética del motivo MTCM. (A):El oligo MTCM marcado con 
DIG fue incubado durante 30 minutos a temperatura ambiente con concentraciones crecientes de un extracto nu-
clear (extracto MAC) de T. thermophila y diferentes condiciones de unión. Como competidor inespecífico se añadió 
el oligonucleótido poli(dI-dC) a la mezcla de reacción. Como control de la detección de DIG se utilizó el marcador 
M-VI-DIG (Roche) (carril C). Se observa la aparición de dos bandas específicas mayoritarias consecuencia de la for-
mación del complejo ADN-proteína, que provocó un retardo en la movilidad electroforética del oligonucleótido 
MTCM (carriles 2-7) respecto a la reacción control sin extracto nuclear (carril 0). La intensidad de las bandas, y por 
tanto la cantidad de complejo ADN-proteína formado, aumentó con mayores concentraciones de extracto nuclear 
y tampón de unión (carriles 5-7). (B): Ensayos de competición específica. La especificidad de la unión MTCM-pro-
teína fue demostrada por la adición del oligonucleótido MTCM no marcado (50x, 00x y 200x en exceso) como 
competidor específico, que redujo significativamente la formación del complejo proteína-ADN marcado (carriles 5-
7). Carriles  y 2: extracto MAC procedente de un cultivo tratado con Cd durante 30 minutos. Carriles 3-7: el extracto 
MAC procedente de un cultivo tratado con Cd durante 2 horas. Carril N: el extracto crudo proteico de E. coli.
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cativamente la formación del complejo proteína-ADN marcado (Figura 29, B, carriles 5-7). La 
adición o no de iones Zn2+ no incrementaba la formación del complejo ADN-proteína, por lo 
que en principio no parece que la/s proteína/s que se unen al motivo MTCM sea un factor con 
dedos de Zn (Figura 29, B, carriles 2 y 4). 
Se realizaron dos tipos de controles negativos. En primer lugar se incubó el motivo 
MTCM marcado en la mezcla de reacción y en ausencia del extracto nuclear de T. thermophila 
(Figura 30, A y B, carril 0). Y en segundo lugar, el motivo MTCM fue incubado en las condicio-
nes de unión con un extracto proteico de E. coli (Figura 29, B, carril N). En ambos casos no se 
observó retardo de la movilidad del oligo marcado MTCM. Confirmándose así que se trata de 
una/s proteína/s del ciliado T. thermophila. 
Una vez comprobada la interacción entre una o varias proteínas presentes en el extrac-
to nuclear y el motivo MTCM, se trató de determinar la masa molecular aproximada de esta/s 
proteína/s mediante la técnica de Southwestern blotting, y comprobar si se correspondía con 
la masa molecular inferida a partir de la secuencia aminoacídica de las proteínas candidatas 
TthebZIP4, TthebZIP, TthebZIP2 o TthebZIP3 (Tabla 24). Para ello las proteínas presentes en el 
extracto fueron separadas mediante una SDS-PAGE y transferidas a una membrana PVDF. Tras 
la renaturalización de las proteínas unidas a la membrana, se ensayó la unión del oligonucleó-
tido MTCM marcado con DIG en tampón de unión (Figura 30). La localización del oligonucleó-
tido marcado indicará la posición de la proteína a la que se une en el gel SDS-PAGE, y por tanto, 
identificará su masa molecular. 
Según se observa en la Figura 30 (panel A), se detectan tres bandas quimioluminiscen-
tes, indicando que el oligonucleótido MTCM podría interaccionar, al menos, con hasta tres 
proteínas distintas presentes en el extracto nuclear de T. thermophila, cuyas masas moleculares 
estimadas serían aproximadamente 30-57 kDa, 93 kDa y 93-6 kDa respectivamente (Figura 
30, A). Estas masas moleculares son bastante similares o están dentro del rango de alguna de 
las inferidas a partir de las secuencias aminoacídicas de las proteínas candidatas TthebZIP4 (84 
KDa), TthebZIP (64,9 kDa), TthebZIP2 (58,9 kDa) o TthebZIP3 (93,5 kDa) (Tabla 24).
Como control negativo se cargó la proteína BSA en el gel SDS-PAGE (Figura 3, A o B, 
carril C), y como se observa en la figura no se detectó ninguna banda. Se descarta así que las 
bandas observadas se deban a la unión inespecífica del oligonucleótido MTCM a cualquier 
tipo de proteína. 
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A.5.2.4Separaciónelectroforéticadeproteínasqueinteraccionanconeldomi-
nioMTCM1
Comprobada la interacción de una o varias proteínas presentes en el extracto nuclear 
de T. thermophila con el motivo MTCM, se trataron de purificar aplicando el kit comercial 
DNA-binding protein purification kit (Roche) (apar-
tado .4 de MYM). Los resultados obtenidos (Fi-
gura 3) parecían indicar que mayoritariamente 
una proteína de aproximadamente unos 50 kDa 
era retenida por el oligo MTCM, y era recuperada 
después en la fracción de elución (Figura 3, carri-
les 4 y 5). La masa molecular de esta proteína es si-
milar al de una de las proteínas candidatas (Tthe-
bZIP2) (58,9 kDa). No obstante, cuando la fracción 
de elución (que contenía todas las proteínas que 
quedaban retenidas por el oligonucleótido) fue 
analizada por SDS-PAGE, aparecían otras proteínas 
de mayor peso molecular (Figura 3). Desafortuna-
damente, la cantidad recuperada de estas proteí-
nas (que sólo se detectan tras tinción con plata) 
resultó insuficiente para su identificación por hue-
lla peptídica. 
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Figura 30. Southwestern blotting del oligonucleótido MTCM con un extracto nuclear de T. thermophila (cepa 
SB969) expuestas durante 2 h a Cd 0,9 mM. 00 mg del extracto nuclear fueron separados mediante  SDS-PAGE, y las 
proteínas separadas fueron transferidas a una membrana PVDF, que fue incubada con el oligonucleótido MTCM 
marcado con DIG en presencia de tampón de unión (apartado .3 de MYM). Tras la unión MTCM-proteína, se de-
tectó la posición del oligonucleótido-proteína mediante una reacción quimioluminiscente (apartado .3 de MYM). 
(A): La posición del oligonucleótido determinará la posición de la proteína a la que se une, y por tanto revelará su 
masa molecular estimada. Como control negativo de la unión se cargo la proteína BSA (00 mg) en la SDS-PAGE 
(Panel A, carril C), no detectándose ninguna unión con el oligonucleótido marcado. Carrilles  y 2: extracto nuclear 
(duplicado), las flechas indican las diferentes bandas positivas. Carril M: Marcador de tamaño molecular preteñido 
(Broad Range, Bio-Rad), carril C: BSA. (B): Aspecto del gel de poliacrilamida tras la electrotransferencia de proteínas 
(tinción de plata). El significado de cada carril es el mismo que en el panel A. 
Figura 31. Separación mediante SDS-PAGE de 
las proteínas presentes en un extracto nuclear 
de T. thermophila  que interaccionan con el mo-
tivo MTCM. Tinción de plata. Carril : extracto 
nuclear. Carril 2: proteínas no unidas al motivo 
MTCM.Carril 3: fracción de lavado. Carriles 4 y 5: 
fracción que contiene las proteínas que interac-
cionan con el motivo MTCM. Carril M: Marcador 
de masa molecular (Prestained Protein Molecular 
Weight Marker, Fermentas). El extracto proteico 
fue aislado a partir de un cultivo tratado con Cd 
0,9 mM en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8 durante 
2 horas.
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A.6LocalizaciónsubcelulardelasproteínasMTT1yMTT5deT.thermophila:Estudioin
vivoyultraestructuraldecepastransformadas(quesobreexpresanMTs)ycepascontrol
(fenotiposalvaje)bajoelestréscausadoporCd
Para determinar la localización celular in vivo de las proteínas TtheMTT y TtheMTT5 
se llevó a cabo su etiquetado con la proteína GFP (GFP-tagging). Para ello se escogió fusionar 
la proteína GFP al extremo N-terminal de TtheMTT o TtheMTT5, ya que el último aminoácido 
de la secuencia de TtheMTT5 es un residuo de Cys. Las construcciones génicas que originaban 
las proteínas de fusión GFP::MTT o GFP::MTT5 fueron expresadas tras su incorporación (por 
electroporación) en T. thermophila, originando las cepas denominadas  GFPMTT y GFPMTT5 
respectivamente, las cuales fueron expuestas a Cd 9 x 0-7 M en medio PP20 o Tris-HCl 0,0 M 
pH 6,8 (2 ó 24h). La localización celular de estas proteínas se analizó mediante microscopía de 
epifluorescencia. 
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Figura 32. Micrografías obte-
nidas por microscopía de epi-
fluorescencia de células de T. 
thermophila expresando las 
proteínas de fusión GFP::MTT 
o GFP::MTT5 tras la exposición 
a Cd  0,9 mM 2 h (A-D) o 24 h 
(E). (A): Células (cepa CU428) 
no transformantes. (B): Células 
(cepa B2086) no transforman-
tes. (C):Cepa GFPMTT (expre-
sando GFP::MTT). (DyE):Cepa 
GFPMTT5 (expresando GFP::
MTT5). Para cada exposición se 
muestra la misma imagen en 
campo claro y fluorescencia.  
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Los resultados obtenidos (Figura 32, C y D) indicaban que las proteínas de fusión GFP::
MTT o GFP::MTT5 se localizaban por todo el citoplasma de T. thermophila, no existiendo una 
localización determinada en vacuolas u otro orgánulo, o en una región diferencial del citoplas-
ma celular. Tras 24 horas de exposición a Cd, el resultado obtenido fue el mismo (Figura 3, E), 
por lo que parece que en este ciliado y a este nivel de sobreexpresión de las MTs, los complejos 
MT-Cd no se acumulan en vacuolas, sino que aparentemente se reparten por todo el cito-
plasma. Las proteínas TtheMTT y TtheMTT5 fusionadas a GFP continúan siendo funcionales 
(con capacidad de unir metal), como lo demuestra el aumento de resistencia a Cd de la cepa 
GFPMTT5 (apartado C..2.3 de R), que sobreexpresa la proteína de fusión GFP::MTT5.
E
D
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Para alcanzar una mayor resolución en cuanto a la detección de depósitos metálicos 
intracelulares (potenciales complejos metal-MT), se aplicó microscopía electrónica de transmi-
sión estándar (TEM), que fue igualmente útil para detectar los principales cambios intracelula-
res experimentados por T. thermophila, bajo el estrés originado tras la exposición a Cd (0,9 µM 
durante 2 ó 24 h ó 8 µM durante 2h), usando tanto la cepa salvaje SB969 como la transforma-
da  GFPMTT5. Como se puede comprobar en las micrografías de la Figura 33, las células de la 
cepa salvaje SB969 tratadas con Cd (0,9 µM, 2h) muestran una intensa vacuolización (Figura 
33, B y B2) (de 7 a 0 vaculas/célula en un corte longitudinal) en comparación con el control 
no tratado (Figura 33, A y A2). Sin embargo, para las células de T. thermophila transformadas 
(cepa  GFPMTT5), tanto el control (Figura 33, C) como los tratados con Cd (a 2 ó 24h) (Figura 33, 
D-F) no mostraron una intensa vacuolización, siendo más parecidas a la cepa salvaje SB969 
no tratada con Cd (Figura 33, A y A2). Observando el citoplasma con más detalle (Figura 34) en 
la cepa no transformada SB969, se aprecia que en las células tratadas con Cd (2h) existe, liga-
da a la vacuolización, abundancia de estructuras membranosas (Figura 34, B) respecto a lo que 
se aprecia en el control (Figura 34, A). No se observaron alteraciones importantes en la estruc-
tura e integridad de orgánulos celulares como mitocondrias, macro- o micronúcleo y cilios, en 
las células (tanto la cepa SB969 como la GFPMTT5) expuestas al metal (datos no mostrados). 
Tampoco se observaron grandes acumulaciones de metal (material altamente osmiófilo) en el 
interior de compartimentos celulares o en el citoplasma de ambos tipos de cepas. 
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B.AISLAMIENTOYCARACTERIZACIÓNDELGENTtYPCSCODIFICANTE
PARAUNAPSEUDOFITOQUELATÍNSINTASAENT.thermophila
B.1AislamientoycaracterizaciónestructuraldelgenTtYPCSdeT.thermophila
Una vez analizados los genes codificantes de MTs en el ciliado T. thermophila nos pre-
guntamos sobre la posibilidad de la existencia de fitoquelatinas (FQs) (otro tipo de molécula 
queladora de metales, presente en diversos organismos) o de la enzima que las sintetiza (fito-
quelatín sintasa, FQS) en este microorganismo eucariota. Para la búsqueda de genes homólo-
gos a fitoquelatín sintasas (FQSs) en el genoma macronuclear de T. thermophila se diseñaron 
varias parejas de cebadores a partir de las regiones conservadas de las secuencias de FQSs de 
C. elegans (CePCS) (Nº Acc. AAK62992) y S. pombe (SpPCS) (Nº Acc. SPAC3H). La pareja de ceba-
dores FQSN/FQSN3 (Tabla 0) amplificó por PCR estándar varios fragmentos a partir de ADN 
genómico de T. thermophila. Uno de ellos (57 pb), tras análisis por BLAST, presentaba homo-
logía con secuencias fitoquelatín sintasas de otros organismos. Tras la secuenciación completa 
del genoma macronuclear de T. thermophila, se localizó el fragmento amplificado en la región 
ensamblada (scaffold) 8254697 (Nº Acc. CH445695) del mismo, y se diseñaron los cebadores 
FQS/FQS2 específicos (Tabla 0) para amplificar por PCR el gen completo. 
Este gen se localiza en el brazo derecho del cromosoma micronuclear 3. El gen com-
pleto tiene una longitud de 2.65 pb, y presenta 4 exones (4, 56, 294 y 762 pb) y 3 intrones 
(29, 79 y 069 pb), con contenido en A + T de 83, 92 y 84 % respectivamente. Dichos intrones 
no presentan sitios de procesamiento canónicos, pero su localización es similar a la de los 
intrones encontrados en el dominio N-terminal del gen AtPCS1 (Nº Acc. AF085230). La región 
codificante comprende .34 pb, y codifica para una proteína de 446 aminoácidos con una 
masa molecular estimada de 52,4 kDa, que está dentro del rango de 45-55 kDa que presentan 
todas las FQS eucariotas conocidas. El marco de lectura cambia hasta 3 veces; comienza en el 
nucleótido +3 para los dos primeros exones (4 y 68 pb), en el nucleótido + para el tercer 
exón (294 pb), y en el +2 para el último exón (762 pb) (Figura 35, A). La secuencia codificante 
(ORF) completa se obtuvo como ADNc, mediante RT-PCR a partir de ARN total procedente 
de un cultivo del ciliado tratado con CdCl
2
 durante 24 h (Figura 35 y 36). De acuerdo a la no-
menclatura establecida para genes FQSs, denominamos este nuevo gen TtPCS y su secuencia 
nucleotídica fue introducida como ADNc en el GeneBank, con el número de acceso DQ082725. 
Posteriormente fue incluido en la base de datos del genoma de T. thermophila con esta misma 
denominación. Tras dilucidar que este gen codifica para una pseudofitoquelatín sintasa, se 
decidió denominarlo TtYPCS. Igualmente, se llevó a cabo una búsqueda in silico de genes ho-
mólogos a FQSs en el genoma (completamente secuenciado) del ciliado Paramecium tetrau-
relia, obteniéndose un único gen que denominamos PtPCS (Nº Acc. XP0047068). Tiene una 
longitud de .206 pb, con cuatro exones (de 50, 64, 224 y 235 pb) y da lugar a una proteína 
de 378 aminoácidos, con una masa molecular estimada de 44, 4 KDa. 
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114 pb
129 pb
Marco de 
lectura
+3 +1 +2
79 pb 1.069 pb
168 pb 294 pb 762 pb5’ 3’
M1 2
2.176 pb
1.033 pb
653 pb
FQS1 FQS2
A
B
5’
ATGTCTCGTTCACTATTCAAGAAAATGTTCTATTAATTTTCAGCAGTAGAACAATAAGTTTAAACAGTTTATAAGCGT
M  S  R  S  L  F  K  K  M  F  Y  Q  F  S  A  V  E  Q  Q  V  Q  T  V  Y  K  R 
CCTCTACCAAAAATATTGATTAATTTTTCGAGTGAATAAGGTAAAAAACTATTTAAAGAAGCACTTGAAGAGGGTAAT
P  L  P  K  I  L  I  N  F  S  S  E  Q  G  K  K  L  F  K  E  A  L  E  E  G  N 
ATGGAATGTTATTTTCCTTTAAGTGAATAATTTATGACTTAGCTTGAACCTTCAACATGTGGTTCTACTACATTAGCG
M  E  C  Y  F  P  L  S  E  Q  F  M  T  Q  L  E  P  S  T  C  G  S  T  T  L  A 
ATGGTACTTAATACGTTAAATTTAGACCCAAAAAAGCGCTGGAAAGGAATATGGAGATGGTATAGCGAAGAAACTTTA
M  V  L  N  T  L  N  L  D  P  K  K  R  W  K  G  I  W  R  W  Y  S  E  E  T  L 
GAGGGGATGAAACCAGAATATATTAAATAGGGAATTGATTTAGAAAATTTTTCTCACATAACAAAGCATAATAACGCA
E  G  M  K  P  E  Y  I  K  Q  G  I  D  L  E  N  F  S  H  I  T  K  H  N  N  A 
TCTATTTAAACATTTTATTATCCACATGAACACTAAAGTTAATCTTCAAAATATGACTGTGAATATCACTGCTCTAAA
S  I  Q  T  F  Y  Y  P  H  E  H  Q  S  Q  S  S  K  Y  D  C  E  Y  H  C  S  K 
GATAAAATAAAATCAGCTTCNTATTCAACTTTTGTTATTTGCCTCACTGCTTGTTGTCGTCGCACTGGACTATATATG
D  K  I  K  S  A  S  Y  S  T  F  V  I  C  L  T  A  C  C  R  R  T  G  L  Y  M 
GTCTTAAACTAATCAAGAAAAGCTCTTAGTTAAACAGGAGAGGGACATTTTTAGCCTGTCGGTGGATTAAATATGGCT
V  L  N  Q  S  R  K  A  L  S  Q  T  G  E  G  H  F  Q  P  V  G  G  L  N  M  A 
CATTAAAAAGCTTTGATGTTTGATGTAGCAAGATTTAAATATCCTCCTTATTGGTGCAACTTAGATCTTTTATATGAG
H  Q  K  A  L  M  F  D  V  A  R  F  K  Y  P  P  Y  W  C  N  L  D  L  L  Y  E 
TCACTTAAAAGTTTAGACAATGTAACTAAAAGACCTAGAGGATTTGCTTTAATATCAAGGGATTTAGAAAATTTTAGC
S  L  K  S  L  D  N  V  T  K  R  P  R  G  F  A  L  I  S  R  D  L  E  N  F  S 
AAGATTTGCAGCATTAGTCCTGACTAAGTGTCTAAAAAGAAACTTTAAATAAAGCTGCAAAGTGAGAATTTTATGAGT
K  I  C  S  I  S  P  D  Q  V  S  K  K  K  L  Q  I  K  L  Q  S  E  N  F  M  S 
AATTACAAAGATATAGATTATAAATATGATTTAATAGATTTCTACTAAAGTTTTTTAAAAGAGATGGGATTTGATTTT
N  Y  K  D  I  D  Y  K  Y  D  L  I  D  F  Y  Q  S  F  L  K  E  M  G  F  D  F 
TCTGTTTTATTGGTTTATAATATGTATGAAGTTATGAATTACTTTGAAAAGTAAGGAGAATAAGCAGATTATTTGTTT
S  V  L  L  V  Y  N  M  Y  E  V  M  N  Y  F  E  K  Q  G  E  Q  A  D  Y  L  F 
TAGGCTTTTTCTAAAAATTAAATTTACAAAATTAGTGAAAAAATAATTTGCAAGTTATTAGAGGAAAAGAGTGAAGTA
Q  A  F  S  K  N  Q  I  Y  K  I  S  E  K  I  I  C  K  L  L  E  E  K  S  E  V 
GGAATTTTGATAACAGAATTTTGTGGAAATTATGCTCCATTGATCGCTAGTTTAGTTCTTTTATCGATTCCTGAAAGT
G  I  L  I  T  E  F  C  G  N  Y  A  P  L  I  A  S  L  V  L  L  S  I  P  E  S 
TAATATATGAAAATTAATAAAAATTTATACAAAAACGATATCAAAAAATTAATTGATGAATATAAAGATTTAGACCAT
Q  Y  M  K  I  N  K  N  L  Y  K  N  D  I  K  K  L  I  D  E  Y  K  D  L  D  H 
AAAGAAAATTTAGACAACGAATTAGAAATTGAAATTAGGAAATATATGAAATAAATTGTTGTGTCCTTTAAAAATAAT
K  E  N  L  D  N  E  L  E  I  E  I  R  K  Y  M  K  Q  I  V  V  S  F  K  N  N 
CTTTTTTAAAGTTGA   3’ 
L  F  Q  S  stop 
Figura35.Estructura del gen TtYPCS. (A): Estructura exón-intrón del gen TtYPCS. Los números indican la longitud 
en pares de bases (pb) de cada exón (cajas sombreadas) e intrón (línea). El gen macronuclear tiene una longitud de 
2.65 pb. Presenta 4 exones (4, 68, 294 y 762 pb) y 3 intrones (29, 79 y 069 pb, con un % de A+T : 83, 92 y 84 %, 
respectivamente). La región codificante completa tiene una longitud de .34 pb, y origina una proteína de 446 aa 
con una masa molecular estimada de 52,4 kDa. (B): Electroforesis en gel de agarosa de la amplificación por RT-PCR 
de la secuencia codificante deTtYPCS a partir de ARN total procedente de un cultivo de T. thermophila expuesto 
durante 24h a CdCl
2
 (Cd 4,45 x 0-5 M). Calle : producto de RT-PCR correspondiente al último exón. Calle 2: producto 
de RT-PCR correspondiente al ORF completo sin intrones.  M: Marcador M VI (Roche). FQS y FQS2: cebadores para 
la amplificación  del gen completo.
Figura36. Región codificante completa o ADNc del gen TtYPCS. obtenida por RT-PCR a partir de ARN total extraído 
de un cultivo de T. thermophila expuesto a CdCl
2
 (Cd 44,5mM) durante 24 horas, empleando las parejas de cebadores 
FQS/FQS2 (regiones sombreadas).  La secuencia aminoacídica (código IUPAC de una letra) aparece en azul, bajo la 
secuencia codificante subrayada.  
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B.2AnálisisdelasecuenciaaminoacídicadeTtYPCS.Análisiscomparativoyfilogenético
deTtYPCSconotrassecuenciasFQS
La secuencia aminoacídica inferida del gen TtYPCS se comparó con FQSs de otros or-
ganismos, empleando el programa de alineamiento múltiple TCoffee (Notredame et al. 2000). 
TtYPCS mostró el mayor porcentaje de identidad de secuencia (62 %) con la hipotética FQS 
de P. tetraurelia (PtPCS, Nº Acc. XP00447068). Respecto a las FQSs descritas en otros eucariotas, 
TtYPCS presentó un 48 % de identidad con la de S. pombe (SpPCS, Nº Acc CAA92263), 47 % 
de identidad con la FQS de C. elegans (CePCS, Nº Acc AAK6299), 23 % con la de Dictyostelium 
discoideum (DdPCS, Nº Acc DDB02965), y aproximadamente un 39-47 % con FQS de plantas. 
La identidad entre TtYPCS y las proteínas homólogas a FQSs descritas en cianobacterias varía 
del 45-47 % dependiendo de la especie (Figura 37). 
Al igual que ocurre en todas las secuencias aminoacídicas de FQSs descritas (Clemens 
2006), el nivel de conservación de residuos en el dominio N-terminal de TtYPCS es mucho 
mayor que en el C-ter-
minal (Figuras 38-39). 
El alineamiento de 
TtYPCS con FQSs de 
otros organismos re-
fleja un mayor nivel de 
conservación (3-67 
% de identidad) para 
la primera mitad de la 
proteína (N-terminal) 
(Figura 38) con respec-
to a la segunda mitad 
de la molécula (C-ter-
minal), con un rango 
de variación mayor y 
menor porcentaje de 
residuos conservados 
(5-43 % de identidad) 
(Figura 39). La región N-terminal de TtYPCS presenta también los tres residuos altamente con-
servados en todas las FQSs que constituyen la triada catalítica de la enzima (Rea et al. 2004). De 
acuerdo con el alineamiento de secuencias FQS (Figuras 40 y 4), los residuos Cys-72, His-98 y 
Asp-26 de TtYPCS formarían la triada catalítica de la enzima. Sin embargo, la proteína TtYPCS 
solamente presenta  de las 5 Cys (Figura 4) conservadas de la región N terminal de las FQSs 
eucariotas (Rea et al. 2004). 
El rasgo más característico del dominio variable C-terminal de las FQSs es la presencia 
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Figura37. Matriz de identidad obtenida de la comparación de la secuencia ami-
noacídica completa de la TtYPCS con FQSs de diferentes organismos eucariotas y 
procariotas. AtPCS, AtPCS2: Arabidopsis thaliana. AvPCS: Anabaena variabilis ATCC 
2943. BjPCS: Brassica juncea. BxPCS: Burkholderia xenovorans LB400. CePCS: Caenor-
habditis elegans. DdPCS: Dictyostelium discoideum. GmPCS: Glycine max. NsPCS: Nos-
toc sp. PCC720. PtPCS: Paramecium tetraurelia. PmPCS: Prochlorococcus marinus str. 
MIT 933. SpPCS: Schizosaccharomyces pombe. StPCS: Solanum tubersoum. TtYPCS: 
Tetrahymena thermophila. TtPCS: Triticum aestivum.
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de múltiples residuos de Cys, aislados o dispuestos 
en parejas Cys-Cys; que recuerda a la organización 
de algunos de los residuos Cys en las metalotioneí-
nas (Coyle et al. 2002). Mientras que el dominio C-
terminal de las FQSs eucariotas descritas contiene 
entre 7-4 residuos de Cys, las hipotéticas FQSs de 
ciliados presentan un menor número de residuos, 
tan sólo 3 y 2 Cys para TtYPCS y PtPCS respectiva-
mente (Tabla 25 y Figura 4).
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Número de Cys 
N-ter C-ter
aa % Cys 
AtPCS1 7 10 485 3,51 
AtPCS2 6 7 452 2,88 
BjPCS 7 11 485 3,71 
GmPCS 8 12 498 4,02 
StPCS 7 11 503 3,58 
TaPCS 7 14 500 4,20 
CePCS 7 10 371 4,58 
DdPCS 10 9 626 3,04 
SpPCS 11 7 414 4,35 
PtPCS 6 2 378 2,12 
TtPCS 8 3 446 2,47 
AvPCS 2 0 239 0,84 
NsPCS 2 0 242 0,83 
BxPCS 1 0 247 0,40 
PmPCS 1 0 249 0,40 
Figura38. Matriz de identidad 
obtenida de la comparación 
entre los dominios N-terminal 
de la TtYPCS con FQSs de di-
ferentes organismos eucariotas 
y procariotas. AtPCS, AtPCS2: 
A. thaliana. AvPCS: A. variabilis 
ATCC 2943. BjPCS: B. juncea. 
BxPCS: B. xenovorans LB400. 
CePCS: C. elegans. DdPCS: D. dis-
coideum. GmPCS: G. max. NsPCS: 
Nostoc sp. PCC720. PtPCS: P. 
tetraurelia. PmPCS: P. marinus 
str. MIT 933. SpPCS: S. pombe. 
StPCS: S. tubersoum. TtYPCS: T. 
thermophila. TtPCS: T. aestivum.
Figura39. Matriz de identidad 
obtenida de la comparación 
entre los dominios C-terminal 
de la TtYPCS con FQSs de dife-
rentes organismos eucariotas 
y procariotas. AtPCS, AtPCS2: 
A. thaliana. BjPCS: B. juncea. 
CePCS: C. elegans. DdPCS: D. dis-
coideum. GmPCS: G. max. PtPCS: 
P. tetraurelia. SpPCS: S. pombe. 
StPCS: S. tubersoum. TtYPCS: T. 
thermophila. TtPCS: T. aestivum.
Tabla25. Número y porcentaje de residuos de Cys de los do-
minos N- y C-terminal de FQSs de diferentes organismos. aa: 
número total de aminoácidos de la proteína completa. % Cys: 
porcentaje de residuos de Cys de la proteína completa.
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El análisis filogenético se realizó a partir de la región conservada N-terminal de las 
proteínas FQSs (Figura 40). Para ello se llevó a cabo un alineamiento múltiple de las regiones 
N-terminal de las FQSs que fue editado manualmente. La calidad de este alineamiento fue 
demostrada con la herramienta CORE (Poirot et al. 2003), presentando un índice de 7. A partir 
de este alineamiento se construyó un árbol filogenético empleando el método de máxima 
verosimilitud (ML, Maximum Likelihood) (Figura 42). Para analizar su fiabilidad, este árbol se 
comparó con los obtenidos mediante otros métodos de inferencia filogenética (NJ, MP y MB) 
(apartado C.6. de MYM). Como se puede ver en la Figura 42, todos los árboles son práctica-
mente iguales, demostrando la alta credibilidad del árbol propuesto en este trabajo. En todos 
ellos aparecen dos grupos perfectamente separados: las proteínas procariotas semejantes a 
FQSs, y el grupo de FQSs eucariotas, ambos con un origen común. La fiabilidad de esta sepa-
ración es máxima (valor de boostrap = .000, Figura 42). Dentro de las FQS eucariotas, las FQSs 
de ciliados aparecen como un grupo independiente, separado del grupo de organismos en los 
que se ha descrito la presencia de FQs (S. pombe, C. elegans, D. discoideum y plantas superiores). 
La fiabilidad de que las FQSs de ciliados aparezcan como un grupo separado es también máxi-
ma (valor de boostrap = .000, Figura 42). 
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AtPCS1
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NsPCS
N-terminal conservado C-terminal variable
CePCS
    TtΨPCS
485
414
242
371
446
PtPCS 378
56 162 180
** * **
** * **
** * **
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*
*
Figura41. Esquema comparativo de la secuencia aminoacídica de FQSs de diferentes organismos. AtPCS: A. tha-
liana. SpPCS: S. pombe. CePCS: C. elegans. TtYPCS: T. thermophila. PtPCS. P. tetraurelia. NsPCS: Nostoc sp. Se indica la 
posición de los tres residuos (C, H y D) que conforman la triada catalítica de la enzima, así como los residuos de Cys 
del dominio N-terminal. Las estrellas indican la posición de las 5 Cys conservadas, mientras que las barras verticales 
discontinuas corresponden a la localización de los intrones en la secuencia nucleotídica. El número total de aminoá-
cidos de cada proteína se  muestra a la derecha.
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B.3AnálisisdelaexpresióndelgenTtYPCSbajoestréspormetalespesados
Mediante RT-PCR cuantitativa se analizaron los niveles de expresión del gen TtYPCS 
tras una exposición corta ( h) o prolongada (24 h) de cultivos de T. thermophila a diferentes 
metales pesados. Al igual que otros genes FQSs (Ha et al. 999; Cazale y Clemens 200), el gen 
TtYPCS se expresa de forma constitutiva, de modo que se determinó la expresión relativa de 
este gen respecto a los niveles basales (cultivo control no tratado, cuyo nivel de expresión se 
fija como ). Como se muestra en la Figura 43, tras 24 horas de exposición a Cd los niveles de 
expresión son similares a los niveles basales; mientras que se detecta un aumento de la ex-
presión de aproximadamente 7 veces tras  h de exposición a Cd (significativo con p<0,00 
respecto del control no tratado). La exposición a otros metales pesados (Cu, Pb o As) apenas 
induce la expresión del gen, ya sea tras  o 24 horas de tratamiento, mostrando que, en general, 
la expresión del gen TtYPCS no se ve afectada por la presencia de metales pesados (a excep-
ción del Cd). 
B.4AnálisisdelapresenciadefitoquelatinasenT.thermophila
La presencia de FQs presumiblemente sintetizadas por la proteína TtYPCS, se inves-
tigó por diferentes metodologías a partir de extractos celulares de T. thermophila: electrofor-
esis capilar, HPLC y espectrometría de masas. 
Por electroforesis capilar se analizó la presencia de FQs en extractos celulares obteni-
dos de cultivos de T. thermophila previamente expuestos a Cd 2,67 x 0-5 M durante  ó 5 días. 
En el electroferograma obtenido (Figura 44) aparecen dos picos correspondientes al aminoá-
cido Cys y el tripéptido GSH, y una serie de picos que eluyen antes que la Cys, pero que no 
corresponden a ninguno de los patrones utilizados en la electroforesis (Cys, g-Glu-Cys, GSH y 
FQs). Sin embargo, no aparecen moléculas con grupos tiólicos que eluyan posteriormente al 
GSH y que coeluyan con los patrones de FQs empleados. 
0 Cd Cu Pb
Tratamiento
N
iv
el
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e 
in
d
u
cc
ió
n
 re
la
ti
va
As
2
4
6
8
10
12 TtΨPCS (1h)
***
TtΨPCS (24h) Figura 43. Análisis mediante RT-PCR 
cuantitativa de los niveles de expresión 
del gen TtYPCS tras exposición a dife-
rentes metales pesados durante  (ba-
rras grises) ó 24 horas (barras negras). 
Las barras representan el nivel de ex-
presión relativa respeto al cultivo con-
trol no tratado, y normalizados respec-
to a la expresión del  gen constitutivo 
a-tubulina. Cada barra corresponde al 
valor medio ± la desviación estándar de 
dos experimentos independientes. Las 
concentraciones de metales empleadas 
así como las condiciones de cada tra-
tamiento se indican en la Tablas 8 y 9. 
***(p<0,0).
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El análisis mediante HPLC y espectrometría de masas tampoco mostró la existencia de 
fitoquelatinas en extractos celulares de cultivos control o tratados con Cd 2,67 x 0-5 Mdurante 
tres días. Como se muestra en las Figuras 45y 46, no se detectaron FQs ni en las células control 
ni en las tratadas con el metal, sugiriendo que TtYPCS no sintetiza FQs estándar, incluso tras 
una exposición prolongada a Cd. Sin embargo, como refleja la Figura 46, en la muestra tratada 
con Cd se identificaron una serie de picos que no aparecen en la muestra control. De acuerdo a 
sus perfiles de elución y fragmentación, estos picos fueron identificados como GSH (m/z=308), 
GSH sin Glu (m/z=79) y el dipéptido gGlu-Cys (m/z=25). 
Un análisis llevado a cabo con anticuerpos anti-FQs, no revelaron, igualmente, resul-
tados positivos que indicaran su presencia en extractos celulares de T. thermophila (datos no 
mostrados). 
GSH
CYS
GSH
FQ2
FQ3
FQ4
Patrón
Control
+ Cd
Figura44. Separación por electro-
foresis capilar de los péptidos con 
grupos tiólicos presentes en extrac-
tos celulares de cultivos de T. ther-
mophila expuestos a Cd 2,67x0-5 
M durante 5 días. Cys: Cisteína, GSH: 
Glutation.
Figura45. Cromatograma obtenido 
en el análisis por HPLC de extractos 
celulares de cultivos de T. thermo-
phila expuestos a Cd 2,67x0-5 M 
durante 3 días. En violeta aparecen 
las moléculas patrón cargadas en 
la columna (GSH, FQ
2
, FQ
3
 o FQ
4
), 
en azul la muestra control, y en ver-
de la muestra tratada con Cd. FQ
2
: 
fitoquelatina formada por dos re-
peticiones del dipéptido g-Glu-Cys. 
FQ
3
: fitoquelatina formada por tres 
repeticiones del dipéptido g-Glu-
Cys. FQ
4
: fitoquelatina formada por 
cuatro repeticiones del dipéptido 
g-Glu-Cys.
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Figura 46.Análisis MS-HPLC de extractos celulares procedentes de cultivos de T. thermophila expuestos a Cd 
2,67x0-5 M (A) y cultivos control no expuestos al metal(B). Las flechas indican los picos con valores de m/z de 79, 
25 y 308 correspondientes a la masa teórica [M+H]+ de GSH sin Glu (o Cys-Gly), gGlu-Cys y GSH respectivamente.
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C.BIOSENSORESCELULARESDEMETALESPESADOSBASADOSENLA
UTILIZACIÓNDEPROMOTORESDEGENESDEMETALOTIONEÍNASDE
T.thermophila
C.1Biosensoresbasadosenfluorescencia
C.1.1Construccióndebiosensores celularesbasados en lasproteínasde fusión
GFP::MTT5oGFP::MTT1
C.1.1.1ConstruccionesreporteraspVGF.MTT1ypVGF.MTT5
Las construcciones reporteras utilizadas en este trabajo fueron desarrolladas a partir 
del plásmido pVGF.MTT (Figura 47,B3). Este vector contiene la región codificante de la proteína 
GFP de la medusa Aequorea victoria, bajo el control del promotor del gen TtheMTT1 (P
MTT1
) de T. 
thermophila. Además presenta un ADNr que confiere resistencia al antibiótico paramomicina 
(Pm), que nos permite la selección de las células transformantes. 
Para generar la proteína de fusión GFP::MTT en primer lugar se amplificó por PCR es-
tándar el ORF de TtheMTT1 empleando los cebadores MTTCDSA/MTTCDSB (Tabla 0), que 
añaden las dianas de restricción XhoI y ApaI a los extremos 5’ y 3’ de la región codificante de 
TtheMTT1, respectivamente. El producto de PCR resultante de 507 pb fue clonado en E. coli (uti-
lizando para ello el vector pCR®2.1 TOPO®, apartado 8.3. de MYM), secuenciado e insertado en 
el sitio específico XhoI/ApaI del vector pVGF.MTT (apartado 8.3.2 de MYM). De esta manera el 
ORF completo de TtheMTT1 quedó fusionado al extremo N-terminal de la proteína GFP, ambas 
bajo el control del promotor de TtheMTT1 en el plásmido. La proteína de fusión GFP::MTT5 fue 
generada de manera análoga, empleando en este caso los cebadores MTT5CDSA/MTT5CDSB 
(Tabla 0), que amplificaron por PCR un fragmento de 38 pb. La fidelidad de todas las cons-
trucciones realizadas (P
MTT1
::
GFP::MTT1 y P
MTT1
::GFP::MTT5) 
(Figura 47, B4 y B5) fue com-
probada por secuenciación 
de las mismas. 
Una vez construidos 
los plásmidos con las construcciones reporteras, éstos fueron introducidos en el macronúcleo 
de células conjugantes (resultado de cruzar las cepas CU428 y B2086) por electroporación 
(apartado 0. de MYM). La presencia del plásmido además confiere a estas cepas transforma-
das la resistencia al antibiótico paramomicina, lo que facilita su selección frente aquellas que 
no recibieron copias plasmídicas. Dependiendo de la construcción introducida, las cepas de T. 
thermophila se denominaron  GFPMTT (con el pVGFMTT, que expresa la proteína de fusión 
GFP::MTT), o  GFPMTT5 (con el pVGFMTT5), que expresa la proteína de fusión GFP::MTT5). 
Cepa Construcción  
plasmídica
Construcción 
reportera 
Fenotipo
macronuclear 
GFPMTT1 pVGF.MTT1 PMTT1::GFP:MTT1 pm-R 
GFPMTT5 pVGF.MTT5 PMTT1::GFP:MTT5 pm-R 
Tabla 26. Características de las cepas transformadas de T. thermophila 
GFPMTT y GFPMTT5, que expresan las construcciones GFP::MTT o GFP::
MTT5 bajo el promotor de TtheMTT1 (P
MTT1
) situado en el plásmido. pm-R: 
resistencia a paramomicina.
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C.1.2RespuestadelbiosensorcelularGFPMTT1oGFPMTT5alCd
C.1.2.1BioensayoTurnon
 
Para evaluar la respuesta del biosensor celular  GFPMTT o  GFPMTT5 al Cd se desarro-
lló un ensayo de tipo turn on (Figura 48), cuyas condiciones fueron optimizadas para obtener 
la máxima respuesta. En este ensayo, el Cd que entre en la célula deberá encontrarse en forma 
biodisponible. Una vez dentro de la célula se activará la expresión de la proteína reportera 
GFP::MTT o GFP::MTT5 vía el promotor de TtheMTT1 situado en el plásmido pVGFMTT o 
pVGFMTT5 (según la cepa). La fluorescencia emitida por la GFP puede ser fácilmente detecta-
da y cuantificada por microscopía de fluorescencia y/o citometría de flujo (Figura 48, A). 
En un ensayo preliminar (Figura 48, B), las células en fase exponencial de crecimiento, 
fueron expuestas al Cd, ya que se ha descrito que la sensibilidad al Cd durante esta fase es ma-
yor que en fase estacionaria (Larsen 989). Las soluciones de Cd fueron preparadas en tampón 
Tris-HCl 0,0 M pH 6,8 y la exposición de las células al metal se realizó en el mismo tampón, 
para que todo el Cd añadido al cultivo se encontrase en forma biodisponible. Como se puede 
apreciar en las micrografías de microscopía de epifluorescencia mostradas en la Figura 48 B, la 
presencia de Cd (2h) hace que las células emitan fluorescencia verde (509 nm) frente al control 
(sin Cd), en la que sólo se detecta una leve fluorescencia basal, probablemente debida a la ex-
presión basal o constitutiva ejercida por el promotor P
MTT1
 localizado en el plásmido. 
Una vez demostrada la respuesta positiva de ambas cepas (GFPMTT o  GFPMTT5) al 
Cd y su posible utilización como potenciales biosensores celulares, se llevó a cabo un estudio 
más detallado de las condiciones de expresión utilizando exclusivamente la cepa  GFPMTT5. 
XhoI ApaI
ORF MTT1
XhoI ApaI
ORF MTT5
pVGF.MTT
ColE1 origen
AmpR
tet rDNA (Pm  )
Promotor MTT1
mGFP
XhoI / ApaI
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Figura47. Construcciones pVGF.MTT y pVGF.MTT5 (A):Construcciones digeridas con las endonucleasas de res-
tricción XhoI y ApaI. Carril M: marcador de peso molecular MKb (Roche). Carriles 4 y 5: construcciones pVGF.MTT 
(dibujo 4) y pVGF.MTT5 (dibujo 5) digeridas con las enzimas XhoI y ApaI (Fermentas). (B):Representación esque-
mática del vector pVGF.MTT (flecha y dibujo 3), secuencias (ORFs) amplificadas de TtheMTT1 (flecha y dibujo ) y 
TtheMTT5 (flecha y dibujo 2), y las construcciones definitivas pVGF.MTT (dibujo 4) y pVGF.MTT5 (dibujo 5).
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Figura48. Bioensayo de tipo turn on  para una evaluación inicial de la respuesta de las cepas GFPMTT y GFPMTT5 
frente a Cd. (A): Representación esquemática del posible funcionamiento del biosensor. El Cd presente en la mues-
tra y que se encuentre en forma biodisponible se introducirá en la célula. Una vez dentro, el Cd activará la expresión 
de la proteína de fusión GFP::MTT o GFP::MTT5, vía el promotor de TtheMTT1 presente en ambas construcciones. 
Cuando las células son expuestas a luz de 395 ó 475 nm, la GFP emite fluorescencia en la zona verde (509 nm) del 
espectro visible que puede ser fácilmente detectada y cuantificada mediante microscopía de fluorescencia o  ci-
tometría de flujo. (B): Microfotografías tomadas por microscopía de epifluorescencia (60x) de las cepas GFPMTT 
o GFPMTT5 expresando las proteínas de fusión GFP::MTT o GFP::MTT5 respectivamente, tras ser expuestas a Cd 
durante 2 horas.
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C.1.2.2AnálisisdelarespuestadelacepaGFPMTT5comobiosensorfrenteaCd
tras2horasdeexposición
El tiempo de exposición al metal se fijó en 2 horas ya que la proteína GFP requiere un 
proceso de maduración para ser fluorescente, en el que tiene lugar una serie de reacciones 
autocatalíticas (Tsien 998). La señal de fluorescencia producida tras 2 horas de inducción fue 
suficientemente alta para ser detectada por microcopía de fluorescencia o citometría de flujo, 
e igualmente cumplía con el requisito de ser un bioensayo de corta duración. 
En la Figura 49 se muestra el efecto de diferentes concentraciones de Cd sobre la ex-
presión de la construcción GFP::MTT5 y la citotoxicidad del metal tras 2 horas de exposición. 
Cada valor mostrado corresponde a la media de tres experimentos distintos. En ausencia de 
Cd la expresión de la GFP fue baja (7,4 unidades arbitarias), correspondiendo a los niveles de 
expresión basal. A medida que aumentaba la concentración del metal, lo hacía también la fluo-
rescencia de la GFP hasta alcanzar el máximo nivel a 8,90 x 0-7 M de Cd (Figura 49, A). 
La máxima respuesta/fluorescencia se obtuvo dentro del rango de concentración 
5x0-7 - 2,67x0-6 M de Cd. A concentraciones superiores la fluorescencia comenzaba a des-
cender debido a la citotoxicidad del metal. A partir de 8 x 0-6 M de Cd se produjo un 50 % de 
mortalidad celular y la fluorescencia decayó alcanzando los mínimos niveles a 4-5 x 0-6 M 
de Cd. No obstante, la señal obtenida era superior a la basal para todas las concentraciones de 
Cd testadas. De acuerdo con esta curva dosis-respuesta, la presencia de Cd en el medio podía 
ser detectado hasta una concentración mínima de 4,45 x 0-7 M. 
C.1.2.3AnálisisdelarespuestadelacepaGFPMTT5comobiosensorfrenteaCd
tras24horasdeexposición
Para analizar el comportamiento del potencial biosensor constituido por la cepa 
GFPMTT5 a largo plazo y evaluar la acumulación citoplasmática de la proteína de fusión GFP::
MTT5 a lo largo del tiempo, se cuantificaron igualmente los niveles de fluorescencia emitida 
por el biosensor celular tras 24 horas de exposición a Cd (Figura 49, B). En ausencia del metal, el 
biosensor presentó un bajo nivel de fluorescencia basal, que se corresponde con la expresión 
basal de la construcción. La menor concentración que produjo una señal detectable fue 8,9 x 
0-8 M de Cd. Con concentraciones superiores del metal, la fluorescencia aumentó de modo 
más o menos lineal hasta 5,23 x 0-6 M  de Cd. El máximo de fluorescencia se alcanzó a ,56 x 
0-6 M  de Cd, y a concentraciones superiores la señal comenzaba a disminuir debido a la cito-
toxicidad del metal. A 4 x 0-6 M  de Cd existía una mortalidad celular del 50 %, de modo que 
la CL
50
 tras 24 horas de exposición de esta cepa  GFPMTT5 estaría en torno a este valor. 
Si comparamos la resistencia al Cd de esta cepa respecto a la que presenta la cepa SB 
969 de T. thermophila con fenotipo salvaje (CL
50
 = ,73 x 0-6 M (Gallego et al. 2007) (Figura 
50), se observa que la cepa  GFPMTT5 presenta un considerable aumento de la resistencia a 
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Figura49. Respuesta de la cepa GFPMTT5 (que contiene la construcción reportera P
MTT1
::gfp::MTT5) frente a Cd. 
Se muestra el efecto de distintas concentraciones de Cd sobre la expresión de la construcción GFP::MTT5 (barras 
verdes) y la mortalidad celular (línea púrpura), tras 2 (A) ó 24 horas(B)de exposición al metal en tampón Tris-HCl 
0,0 M pH 6,8. La fluorescencia de la proteína GFP y la mortalidad celular fueron determinadas mediante citometría 
de flujo tal y como se describe en el apartado 3 de MYM. Los valores mostrados corresponden a la media de tres 
experimentos diferentes.
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este metal, unas 0 veces más resistente a Cd. La mayor resistencia a Cd de la cepa  GFPMTT5 
la hace capaz de detectar la presencia de Cd incluso a altas concentraciones del metal que 
resultan letales para el fenotipo salvaje (Figura 50). 
C.1.2.4Análisiscuantitativodelaexpresióndelaconstrucción gfp::MTT5 enres-
puestaadiferentesmetalespesados
Para comprobar que la mayor resistencia a Cd de la cepa GFPMTT5 se debía a la sobre-
expresión de la construcción gfp::MTT5, se llevó a cabo un análisis mediante RT-PCR cuantita-
tiva de los niveles de tránscritos MTT5 y GFP originados, tanto en la cepa  GFPMTT5 como en la 
salvaje (SB969), tras 2h de exposición a Cd (Figura 5).
Como refleja el histograma (Figura 5, A), en ambas cepas la expresión de TtheMTT5 
aumentó tras la exposición de las células al Cd (8,9 x 0-7 M). Sin embargo, los niveles de expre-
sión de TtheMTT5 fueron significativamente superiores en la cepa  GFPMTT5, debido a que en 
Figura 50. Mortalidad del Cd sobre las cepas 
SB969 (fenotipo salvaje) y GFPMTT5 (biosensor 
que contiene la construcción P
MTT1
::gfp::MTT5) 
tras 24 horas de exposición a Cd. En la gráfica se 
muestra la mortalidad de la cepa GFPMTT5 (línea 
roja) observada para distintas concentraciones 
de Cd respecto a la de la cepa salvaje SB969 
(Gallego et al. 2007). La mortalidad celular fue 
determinada mediante citometría de flujo aña-
diendo ioduro de propidio a las células. La cepa 
GFPMTT5 presentó una CL
50
 aproximadamente 
diez veces mayor que la cepa salvaje SB969.
Figura51. Niveles de transcripción, analizados por RT-PCR cuantitativa, de TtheMTT5 (A)y gfp (B) en las cepas 
SB969 y GFPMTT5 tras 2 horas de exposición a Cd en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8. Las barras representan el 
nivel de expresión relativa de cada gen respecto al cultivo control no tratado (valor ), y normalizados respecto a la 
expresión del  gen constitutivo ATU1 (a-tubulina).
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esta cepa la cantidad total de tránscritos TtheMTT5 se deben a la expresión conjunta del gen 
MTT5 macronuclear y la construcción gfp::MTT5 situado en el plásmido pVGFMTT5. La cepa 
SB969, en cambio, sólo presenta el gen TtheMTT5 macronuclear, por lo que ante la misma 
concentración de Cd, los niveles de ARNm TtheMTT5 son considerablemente menores (Figura 
5, A). 
La otra concentración de Cd ensayada (8 µM) es letal para la cepa no transformada (ex-
presión 0), mientras que la transformante continúa viable, debido a la expresión de TtheMTT5 
potenciada por el metal (inducción de ~2.000x respecto a los niveles basales) (Figura 5, A). 
Como control positivo se analizó la expresión del gen gfp (que es parte del tránscrito 
originado por la construcción gfp::MTT5) (Figura 5, B), que igualmente incrementa su expre-
sión con el aumento de la concentración de Cd, al encontrarse también bajo el control de pro-
motor P
MTT1
, coincidiendo con los resultados obtenidos por citometría. Sin embargo, los valores 
de inducción relativa obtenidos para el gen gfp son superiores (Figura 5, B) a aquellos obte-
nidos para TtheMTT5 (que son la suma del TtheMTT5 macronuclear y el del plásmido) (Figura 
5, A). Probablemente, ello sea debido a que la transcripción de la construcción gfp::MTT5 no 
siempre sea completa, que abarque ambos ORFs (gfp + TtheMTT5), originando así transcritos 
incompletos con sólo el gen gfp (más cerca del promotor) o con parte del TtheMTT5 (no alcan-
zando la región donde se localizan los cebadores). Como resultado de ello, se origina mucho 
más ARNm incompleto con sólo gfp amplificable por RT-PCR que del ARNm con ambos gpf::
MTT5 (proteína de fusión completa). 
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C.2Biosensoresbasadosenbioluminiscencia
C.2.1Construccióndebiosensorescelularesbasadosenbioluminiscencia
C.2.1.1ConstruccionesreporterasP
MTT1
::lucFFyP
MTT5
::lucFF
Las construcciones reporteras consistían en el gen de la luciferasa de la luciérnaga 
Photinus pyralis (lucFF) (como gen reportero) bajo la acción del promotor de MTT1 (P
MTT1
) o 
MTT5 (P
MTT5
) del ciliado T. thermophila (Figura 52, C), y fueron generadas a partir del vector 
pBt∆(-7)Luc (Figura 52, B).
Para generar la construcción P
MTT1
::lucFF, en primer lugar se amplificó la región pro-
motora de MTT1 utilizando los cebadores MTTUTRA/MTTUTRB (Tabla 0), que añaden las 
dianas de restricción BamHI y HindIII a los extremos 5’ y 3’ de la secuencia promotora del gen 
TtheMTT1 (Figura 52, A). El producto de PCR obtenido (2.49 pb) fue clonado en E. coli (uti-
lizando para ello el vector pCR®2.1 TOPO®, apartado 8.3. de MYM), secuenciado y finalmente 
insertado en el sitio específico BamHI/HindIII del vector pBt∆(-7)Luc (Figura 5, C4); de modo 
que el gen lucFF quedase bajo el control del P
MTT1
, y ambos flanqueados por las regiones 5’ y 3’ 
UTR del gen BTU1-1, lo que permitiría su inserción en el locus btu1-1 (alelo β-tubulina 1) de la 
cepa CU522 de T. thermophila mediante recombinación homóloga. A este nuevo plásmido se 
le denominó pMTTLucFF (Figura 52, C4). 
La construcción P
MTT5
::lucFF fue generada de manera similar, empleando los cebadores 
MTT5UTRA/MTT5UTRB (Tabla 0), que dieron lugar a un producto de PCR de .52 pb (Figura 
52, A2), que fue clonado, secuenciado y finalmente insertado en el sitio BamHI y HindIII del vec-
tor pBt∆(-7)Luc (Figura 52, C5). A este segundo nuevo plásmido se le denominó pMTT5LucFF 
(Figura 52, C5). 
C.2.1.2CepasrecombinantesMTT1LucyMTT5Luc
Los plásmidos pMTTLucFF o pMTT5LucFF fueron digeridos con las enzimas KpnI y 
SacI (Figura 53), lo que liberó las construcciones reporteras P
MTT1
::lucFF o P
MTT5
::lucFF respectiva-
mente, las cuales fueron introducidas en el macronúcleo de la cepa CU522 (Tabla 5) mediante 
transformación biolística (apartado 0.2 del MYM). Una vez introducidas en el genoma ma-
cronuclear, estas construcciones recombinan con la región homóloga cromosómica macro-
nuclear 5’ y 3’UTR de BTU1-1 (locus btu1-1), incorporándose así al genoma. La cepa CU522 de 
T. thermophila expresa el alelo mutante de la β-tubulina btu1-1 (el cual presenta la sustitución 
K350M en el gen BTU1 codificante de la β-tubulina) que confiere hipersensiblidad al agente 
estabilizador de microtúbulos denominado paclitaxel (taxol) (Gaertig et al. 994). El genoma 
de T. thermophila presenta otro gen adicional codificante para β-tubulina (BTU2), de modo que 
la disrupción del gen no esencial BTU1-1 (por recombinación homóloga con los extremos de la 
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construcción P
MTT1
::lucFF o P
MTT5
::lucFF) confiere resistencia al paclitaxel como una ventaja para 
la selección de las células recombinantes. Estas cepas recombinantes fueron denominadas 
MTTLuc y MTT5Luc respectivamente (Tabla 27). 
 La incorporación efectiva de las diferentes construcciónes en el locus macronuclear 
btu1-1 fue confirmada mediante análisis por PCR, a partir de ADN genómico de las cepas trans-
formantes resistentes a paclitaxel 20 µM (Figura 54), empleando los cebadores PBtRev y PBtFw 
(Tabla 0).
La eficacia del proceso de transformación biolística fue superior al 90 % dado que la 
mayoría de las células eran resistentes al taxol. Sin embargo, debido a que tras el proceso de 
transformación sólo un número parcial del total de las 45 copias (valor normal de ploidía en T. 
thermophila) del gen BTU1-1 
macronuclear fueron reem-
plazadas por la construc-
ción, se establecieron líneas 
clonales (apartado 0.3 de 
MYM) a partir de algunos 
transformantes positivos 
para que, mediante el pro-
ceso de segregación fenotí-
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Figura52. Construcciones plasmídicas pMTTlucFF y pMTT5lucFF. (A): Amplificación por PCR estándar de la región 
promotora de TheMTT1 () y TheMTT5 (2) con los juegos de cebadores MTTUTRA/MTTUTRB y MTT5UTRA/MT-
T5UTRB respectivamente, que añaden las dianas BamHI y HindIII a los extremos 5’ y 3’ de cada secuencia promotora 
(5’ UTR). (B): Vector pBt∆(-7)Luc purificado (3). (C): Digestión de las construcciones  pMTTlucFF (4) y pMTT5lucFF 
(5) con las enzimas de restricción BamHI y HindIII.
Tabla27.Características genotípicas y fenotípicas de las cepas recombinantes 
MTTLuc y MTT5Luc. btu1-1: alelo mutante del gen BTU1 que confiere hiper-
sensibilidad al paclitaxel (pac-S). lucFF: gen que codifica para la luciferasa de 
P. pyralis. mpr1: gen de resistencia a 6-metil purina (mp-R). pac-R: resistencia a 
paclitaxel. P
MTT1
: promotor deTtheMTT1. P
MTT5
: promotor de TtheMTT5. P
MTT1
Luc: 
luciferasa expresada bajo control del promotor de TtheMTT1. P
MTT5
Luc: lucife-
rasa expresada bajo control del promotor de TtheMTT5. En números romanos 
se indica el tipo conjugante de cada cepa.
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pica macronuclear, se obtuviesen líneas celulares con el 00 % de los alelos btu1-1 macronu-
cleares reemplazados. Para verificar esto experimentalmente, el ADN genómico total de varias 
líneas clonales fue analizado mediante PCR estándar empleando los cebadores 5UTRBTU y 
3UTRBTU (Tabla 0) (Figura 55). Como control negativo se utilizó ADN genómico total de la 
cepa CU522. La pareja de cebadores amplificó un fragmento de 2 kb correspondiente al ORF 
del gen BTU1-1 del macronúcleo y micronúcleo (minoritariamente) y parte de sus regiones 
5’ y 3’ UTR en la cepa CU522 (Figura 55 A, carril ) y en los posibles mutantes espontáneos 
resistentes a paclitaxel (Figura 55 A, carriles 2B y 3B) surgidos durante el proceso de selección 
(apartado 0.3 de MYM). En cambio, en las líneas clonales donde todas las copias el gen macro-
nuclear BTU1-1 habían sido supuestamente reemplazadas, se amplificó un fragmento de 4,5 
kb ó 3,5 kb correspondiente a cada una de las construcciónes reporteras (P
MTT1
::lucFF o P
MTT5
::
lucFF) (Figura 55 A, carriles 2A y 3A), y en menor cantidad el producto de 2 kb correspondiente 
probablemente al gen BTU1-1 micronuclear (Figura 55 A, carriles 2A y 3A). 
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Figura53. Digestión enzimática de las construcciones plasmídicas pMTTlucFF y pMTT5lucFF con las endonuclea-
sas de restricción SacI y KpnI. El fragmento producido en cada caso (A o B), conteniendo la construcción reporte-
ra, fue introducido en el macronúcleo de T. thermophila cepa CU522 por transformación biolística. El gel muestra 
los productos generados (flecha) tras la digestión con las endonucleasas de restricción de cada tipo de plásmido: 
pMTTlucFF (carril A) o pMTT5lucFF (carril B). M: marcador M kb (Roche). BTU2: secuencia de poliadenilación del 
gen BTU2.
Figura54. Comprobación por PCR estándar de la incorporación de la construcción reportera (P
MTT1
::lucFF o P
MTT5
::
lucFF) en el locus macronuclear btu1-1 de los transformantes resistentes a paclitaxel 20 mM. La obtención del frag-
mento de aproximadamente 2,5 (carril A) ó ,5 kb (carril B), amplificado por los cebadores PBtRev y PBtF (flechas 
naranjas) a partir de ADN genómico total, confirma la presencia de cada tipo de  construcción reportera en el ma-
cronúcleo de la cepa recombinante. BTU2: secuencia de poliadenilación del gen BTU2.
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Figura55. Análisis mediante PCR estándar de los clones resistentes a paclitaxel 50 mM. (A): Productos de PCR am-
plificados con la pareja de cebadores 5UTRBTU/3UTRBTU (flechas naranjas) a partir de ADN genómico total de las 
cepas CU522 (carril ), MTTLuc (dos clones distintos, carriles 2A y 2B) y MTT5Luc (dos clones distintos, carriles 3A y 
3B). La pareja de cebadores amplificó un fragmento de 2 kb correspondiente al ORF del gen BTU1-1 macronuclear y 
micronuclear y parte de sus regiones 5’ y 3’ UTR, en las cepas CU522 (carril ) (sensible a paclitaxel), y en los mutantes 
espontáneos resistentes a paclitaxel (carriles 2B y 3B). En las líneas clonales donde todas las copias el gen macronu-
clear BTU1-1 han sido reemplazadas se amplificó un fragmento de 4,5 kb ó 3,5 kb correspondiente a la construcción 
reportera (carriles 2A y 3A), y en menor cantidad el producto de 2 kb correspondiente probablemente al gen BTU1-1 
micronuclear presente en todas las cepas (flechas rosas). (B): Representación esquemática del genotipo micronu-
clear y macronuclear de las cepas CU522 (), MTTLuc (2A), MTT5Luc (3A).
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C.2.2CaracterizacióndelarespuestadelascepasMTT1LucyMTT5Luccomobio-
sensorescelulares
C.2.2.1Elaboracióndeunbioensayodetipoturnonparalautilizacióndeestas
cepascomobiosensores
C.2.2.1.1Optimizacióndelascondicionesdelbioensayo
Para evaluar la respuesta de las cepas MTTLuc y MTT5Luc para ser utilizadas como 
biosensores celulares frente a diversas condiciones de estrés, se estableció un bioensayo de 
tipo turn on (Figura 56), cuyas condiciones fueron optimizadas para obtener la máxima res-
puesta en el mínimo tiempo posible. 
La exposición de las células (cultivos en fase exponencial de crecimiento) al metal se 
llevó a cabo a 30 ºC durante 2 horas en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8, con el fin de que todo 
el metal presente en la muestra se mantuviese en forma biodisponible. (ver apartado C.3. de 
D). Según la cinética de inducción de la expresión de luciferasa en respuesta a Cd en la cepa 
MTT5Luc (Figura 57) el tiempo óptimo de exposición era de 2 horas (20 min), ya que es la 
exposición más corta para la que se obtienen los máximos valores de luminiscencia/actividad 
luciferasa. Tras 3 horas de exposición al Cd, la cantidad de luz emitida por la cepa MTT5Luc 
resultó prácticamente similar a la observada tras 2 horas (Figura 57). Por lo tanto, se decidió 
fijar el tiempo de exposición al metal a 2 horas para los bioensayos con ambas cepas MTT5Luc 
y MTTLuc. 
El fundamento del biosensor y el bioensayo a ser aplicado se esquematiza en la Figura 
56. Solamente el metal que se encuentre en forma biodisponible en el medio se introducirá 
en el citoplasma del biosensor (cepa MTTLuc o MTT5Luc), y activará la transcripción del gen 
reportero lucFF vía el promotor de los genes TtheMTT1 o TtheMTT5, dependiendo de la cepa. 
La cantidad de enzima luciferasa producida será proporcional a la cantidad de luz emitida por 
la reacción que cataliza al añadir el sustrato D-luciferina, y se podrá cuantificar mediante un 
luminómetro (apartado 4 del MYM). 
C.2.2.1.2Cuantificacióndelaactividadluciferasa invivo e invitro
 Para cada biosensor (cepas MTTLuc y MTT5Luc) se comparó también la actividad luci-
ferasa (bioluminiscencia) medida in vivo o in vitro en respuesta a distintas concentraciones de 
Cd, obteniéndose patrones de inducción similares en ambos casos (Figura 58, A y B). Aunque 
los máximos valores de bioluminiscencia se alcanzan, para ambas cepas, aproximadamente en 
las mismas concentraciones de Cd (2,5 x 0-7 M), existe una diferencia cuantitativa fundamental 
entre ambas cepas. Los valores de coeficiente de inducción (para la misma concentración de 
Cd) son más del doble para la cepa MTT5Luc que para MTTLuc (Figura 58, A y B). Igualmente 
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se comprobó que también era posible cuantificar la bioluminiscencia in vivo de los biosenso-
res en respuesta al metal añadiendo solamente a las células el reactivo de la enzima luciferasa 
(D-luciferina), sin necesidad de romper las células. Los niveles de bioluminiscencia observados 
in vivo eran similares a los detectados en la cuantificación in vitro (Figura 58, A y B), y además 
tras la obtención de la medida en el luminómetro las células continuaban perfectamente via-
bles. 
 También se cuantificó la bioluminiscencia en respuesta al Cd en células permeabiliza-
das con Triton X-00 y DMSO (apartado 4.3 de MYM) comparándose con las medidas obteni-
das in vitro e in vivo (Figura 58, C y D). El patrón de inducción de la actividad luciferasa obtenido 
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Figura56. Esquema del bioensayo de tipo turn on  propuesto para la utilización de las cepas MTTLuc y MTT5Luc 
como biosensores celulares de metales pesados. Una vez que el metal entre en la célula, activará la transcripción del 
gen reportero lucFF, vía el promotor de los genes TtheMTT1 o TtheMTT5. La expresión de la enzima luciferasa puede 
detectarse añadiendo el sustrato D-luciferina y cuantificando la luz emitida por la reacción en un luminómetro. De 
este modo, el biosensor celular puede detectar la presencia de metales  biodisponibles  en la muestra problema en 
menos de 4 horas.
Figura57. Efecto del tiempo de exposición a Cd en 
la respuesta del biosensor MTT5Luc. Las barras re-
presentan el coeficiente de inducción de actividad 
luciferasa para la cepa MTT5Luc, tras ser expuesta 
a Cd (5x0-7 M) en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8 
durante los diferentes tiempos ensayados (min). 
Los datos corresponden al valor medio de dos ex-
perimentos diferentes. El coeficiente de inducción 
fue calculado como el cociente entre la luz emitida 
por las células expuestas a Cd  y las que no fueron 
expuestas al metal (control) como se describe en el 
apartado 4. de MYM.
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tras la permeabilización celular fue similar al detectado mediante las otras metodologías. Sin 
embargo, las células tras su permeabilización no continuaban viables después del bioensayo, 
ya que minutos después de la permeabilización comenzaban a estallar. 
A pesar de los buenos resultados obtenidos de las medidas in vivo, se eligió cuantificar 
la bioluminiscencia in vitro porque permitía normalizar la actividad luciferasa de diferentes 
muestras respecto al contenido de proteína total celular, haciendo así los resultados más com-
parables. Además, empleando un kit comercial (apartado 4. de MYM) para la medida de 
bioluminiscencia in vitro, se consiguió que la reacción (de tipo “flash”) catalizada por la enzima 
luciferasa fuese más estable y prolongada en el tiempo. 
C.2.2.2Respuestadelosbiosensoresadistintosagentesinductoresdeestrés
celular
 Para evaluar el efecto de distintos agentes estresantes sobre la expresión de las cons-
trucciones P
MTT1
::lucFF y P
MTT5
::lucFF, y la potencial aplicación de las cepas MTTLuc y MTT5Luc 
como biosensores celulares de metales pesados, ambas cepas recombinantes fueron expues-
tas a distintas concentraciones de diferentes metales pesados y otros agentes inductores de 
estrés celular. 
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Figura58. Bioluminiscencia medida in vivo e in vitro de las cepas MTTLuc (A) y MTT5Luc (B) en respuesta a dife-
rentes concentraciones de Cd durante 2 horas de exposición en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8. (CyD): Bioluminis-
cencia medida  in vitro, in vivo y en células permeabilizadas (perm). El coeficiente de inducción fue calculado como 
el cociente entre la luz emitida por las células expuestas a Cd y las que no fueron expuestas al metal (control) como 
se describe en el apartado 4 de MYM.
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C.2.2.2.1Metalespesados
En la Figura 59 se muestra el comportamiento de las cepas biosensoras en respuesta 
a distintas concentraciones de varios metales pesados (Cd, Cu, Zn, Pb, As o Hg). Los resultados 
mostraron que los niveles de expresión del gen lucFF bajo el control de los promotores de 
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Figura 59.Respuesta de las cepas biosensoras MTTLuc (A) y MTT5Luc (B) a distintas concentraciones de dife-
rentes metales pesados, tras 2 horas de exposición en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8. El coeficiente de inducción 
fue calculado como el cociente entre la luz emitida por las células expuestas y las no expuestas al metal (control), 
como se describe en el apartado 4. de MYM. Los datos corresponden a los valores promedio de 3 experimentos 
independientes.
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TtheMTT1 o TtheMTT5 son dependientes del tipo de metal y de la concentración del mismo. 
En general, se observó que la bioluminiscencia aumentaba a medida que se incrementaba 
la concentración de metal hasta alcanzar los máximos niveles a una concentración de metal 
determinada, por encima de la cual la señal comenzaba de nuevo a decaer a consecuencia de 
la citotoxicidad del metal (Figura 59). La mayoría de los metales testados produjeron un au-
mento significativo de la señal de bioluminiscencia en ambas cepas, incluso a concentraciones 
muy bajas de metal que no afectaron a la viabilidad celular. El Cd fue el metal que causó un 
mayor incremento en la cantidad de luz emitida en ambas cepas. La señal de bioluminiscencia 
aumentó desde 5-25 x 0-9 M de Cd hasta alcanzar los máximos niveles a 5 x 0-7 M de Cd. A 
concentraciones superiores la señal disminuyó a consecuencia de la citotoxicidad del metal 
(Figura 59).
Sin embargo, las dos cepas biosensoras presentaron tanto patrones de inducción de la 
actividad luciferasa diferentes, como niveles de expresión distintos en respuesta a los mismos 
tratamientos con metales pesados. La cepa MTT5Luc (Figura 59, B) incrementó su señal de 
bioluminiscencia ~0-60 veces los niveles basales, mientras que la cepa MTTLuc lo hizo ~2-
8 veces (Figura 59, A), corroborando de nuevo las diferentes “fuerzas” de los dos promotores 
de MTs. Los menores incrementos de bioluminiscencia para la cepa MTT5Luc se registraron 
para el Zn y el Hg (Figura 59, B), que no consiguieron aumentar la señal por encima de 0 
veces los niveles basales para ninguna de las concentraciones ensayadas. En cambio, la cepa 
MTTLuc sólo respondió a la presencia de Cd, Zn, Cu o Hg; mientras que el tratamiento con 
Pb o As apenas incrementó la señal de bioluminiscencia de este biosensor. Existiendo así un 
comportamiento diferencial de ambos promotores 
que configuran ambas cepas biosensoras. 
La concentración mínima detectable de 
metal para ambas cepas fue del orden de magni-
tud de 5-50 nM para los metales pesados no esen-
ciales (Cd, Pb, As, Hg), y  mM para los esenciales 
(Zn, Cu) (Tabla 28). No obstante, la sensibilidad de 
detección de la cepa MTT5Luc fue mayor que la de 
MTTLuc para todos los metales analizados (Tabla 
28). MTT5Luc respondió a concentraciones más 
bajas de metal, alcanzado además niveles de bio-
luminiscencia mayores.  Los metales indujeron la expresión de la luciferasa (gen reportero del 
biosensor) a concentraciones muy por debajo de sus CL
50
, por lo que ni el número ni la viabili-
dad celular se vieron afectadas. 
C.2.2.2.2Mezclasdemetales
Dado que los vertidos de metales en el medio ambiente generalmente involucran a 
Concentración (M)  
mínima detectable  
Metal Cepa MTT1Luc Cepa MTT5Luc 
Cd 25-50 x 10-9 5-25 x 10-9
Cu 2,5 x 10-6 1,5 x 10-6
Zn 0,5 x 10-6 1,5 x 10-6
Pb 0,5 x 10-6 50 x 10-9
As 50 x 10-9 25 x 10-9
Hg 25 x 10-9 25 x 10-9
Tabla28. Sensibilidad de detección de las cepas 
biosensoras MTTLuc y MTT5Luc frente a dife-
rentes metales pesados. Se indica la concentra-
ción mínima (M) de cada metal que los biosenso-
res pueden detectar tras 2 horas de exposición al 
metal en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8.
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más de un metal, se analizó también la respuesta del biosensor MTT5Luc (cepa con mayor 
nivel de sensibilidad de detección y mayores niveles de expresión) frente a varias mezclas de 
distintos metales pesados (Figura 60). En general, se observó que cuando el biosensor era ex-
puesto a una mezcla bimetálica, incrementaba más su bioluminiscencia respecto de aquella 
registrada cuando se utilizaba cualquiera de los dos metales por separado. Sin embargo, la 
mezcla Cu + Zn produjo un incremento en la expresión de la luciferasa similar al que producía 
el Cu por separado (Figura 60, D). 
Para las mezclas conteniendo Cd, la adición del segundo metal supuso un incremento 
de 5-40 veces más de la luminiscencia obtenida sólo con el Cd, dependiendo del segundo me-
tal y su concentración. Los máximos niveles de bioluminiscencia se observan para las mezclas 
Cd + Pb y Cd + Zn (70 veces los niveles basales) (Figura 60, B y C).
 Para aquellos casos en que la inducción de la expresión de luciferasa debida a la mez-
cla de dos metales era superior a la inducción que causaba cada metal por separado, se de-
terminó que entre los dos metales se establecía una interacción de tipo aditivo (indicada con 
la letra A en las barras del histograma de la Figura 60). Sin embargo, en los casos en que la 
inducción debida a la mezcla de metales era igual a la suma de la inducción causada por cada 
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Figura60. Respuesta de la cepa biosensora MTT5Luc a diferentes mezclas bimetálicas: Cd+Cu (A), Cd+Zn (B), 
Cd+Pb (C)y Cu+Zn (D), en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8. El tipo de interacción entre los metales sobre la luminis-
cencia (cuantificación in vitro) emitida por el biosensor se indica como A (interacción de tipo aditivo) o S (sinérgica). 
El coeficiente de inducción fue calculado como el cociente entre la luz emitida por las células expuestas y las no 
expuestas al metal (control) (apartado 4. de MYM).
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metal por separado, se determinó que la interacción entre los dos metales era de tipo sinérgico 
(indicada con la letra S en las barras del histograma en la Figura 60). El tipo de interacción ob-
servada dependía del metal y su concentración. Entre Cd y Cu se estableció una interacción de 
tipo sinérgica sobre el nivel de luminiscencia del biosensor (Figura 60, A), mientras que entre 
Cd y Zn era claramente de tipo aditivo (Figura 60, B) para todas las concentraciones ensayadas. 
Por otro lado Cd y Pb interaccionaron de forma aditiva o sinérgica, dependiendo de la concen-
tración de cada metal (Figura 60, C).
C.2.2.2.3Biodisponibilidaddelosmetales
 Con el fin de comprobar que el biosensor detecta exclusivamente metal biodisponi-
ble, se realizó un ensayo en el que las células fueron expuestas a soluciones que contenían 
diferentes concentraciones de Cd a las que se les había añadido previamente o no un agente 
quelante (EDTA), y se incubó la solución metálica con EDTA durante 4h. Como se esperaba, la 
adición del EDTA disminuyó la biodisponibilidad del Cd en la muestra, a juzgar por el descenso 
del nivel de bioluminiscencia detectado (Figura 6). 
En ausencia del agente quelante, la expresión de luciferasa aumentó hasta alcanzar el 
máximo nivel de inducción (60 veces respecto del basal) a una concentración de Cd de 5x0-7 
M. En cambio, las mismas concentraciones de Cd tratadas previamente con EDTA, no indujeron 
la expresión de la luciferasa al mismo nivel (sólo 20 veces respecto del basal) (Figura 6). La 
adición de EDTA a las soluciones de Cd supuso una reducción de la actividad luciferasa del 
60-90 %. Además, la presencia de EDTA 0 µM fue suficiente para reducir la biodisponibilidad 
total del Cd a 5x0-8 M, produciéndose una señal de bioluminiscencia semejante a la basal (en 
ausencia de metales) (Figura 6). 
C.2.2.2.4Otrosagentesdeestréscelular
Para analizar el nivel de especificidad de los biosensores se estudió la respuesta de las 
cepas MTTLuc y MTT5Luc frente a agentes que causan estrés celular diferentes a los metales 
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Figura61. Efecto del nivel de biodisponibi-
lidad del Cd sobre la respuesta del biosensor 
MTT5Luc. El biosensor fue expuesto durante 
2 horas a distintas soluciones de Cd prepara-
das en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8 conte-
niendo o no EDTA (la incubación previa con 
EDTA fue durante 4h), y se determinó la ac-
tividad luciferasa in vitro, como se describe 
en el apartado 4. de MYM. El coeficiente 
de inducción fue calculado como el cociente 
entre la luz emitida por las células expuestas 
y las no expuestas al metal (control).
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pesados (Figura 62). Las condiciones de estrés analizadas fueron: un choque térmico de alta 
(42 ºC) o baja (4 ºC) temperatura, cambio de pH ácido (pH 5) o básico (pH 9), y exposición al 
herbicida paraquat (PQ) que origina estrés oxidativo. Para comprobar si la composición del 
medio influía sobre la respuesta de los biosensores a estas condiciones de estrés, los trata-
mientos (de 2h) se realizaron en medio PP20 (Figura 62, A y C) o en tampón Tris-HCl (Figura 
62, B y D). No se detectaron diferencias significativas en la señal de bioluminiscencia respecto 
a los niveles basales para ninguno de las condiciones estrés analizadas, independientemente 
de si la exposición al estrés se llevaba a cabo en medio de crecimiento (PP20) o tampón Tris-
HCl 0,0 M pH 6,8. 
C.2.2.2.5Análisisde laexpresiónde lasconstruccionesP
MTT1
::lucFFyP
MTT5
::
lucFFmedianteRT-PCRcuantitativa
C.2.2.2.5.1Análisisdelaexpresióndelgenreportero lucFFenlascepas
MTT1LucyMTT5Luc
Para corroborar que los cambios en los niveles de bioluminiscencia de los biosensores 
se corresponden con cambios en los niveles de trascripción del gen reportero lucFF, mediante 
RT-PCR cuantitativa se evaluaron los niveles de transcripción del gen lucFF, el cual está regu-
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Figura62. Respuesta de los biosensores MTTLuc (barras rojas) y MTT5Luc (barras azules) a otros agentes de estrés 
celular,  tras 2 horas de exposición en medio PP20 (AyC) o en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8 (ByD). El coeficiente 
de inducción fue calculado como el cociente entre la luz emitida por las células sometidas al estrés y las que no lo 
fueron (apartado 4. de MYM). Los datos representados corresponden al promedio de dos experimentos inde-
pendientes.
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lado por los promotores de los genes TheMTT1 (P
MTT1
) 
o TheMTT5 (P
MTT5
), en condiciones de estrés originado 
por metales. Los ensayos de RT-PCR cuantitativa se rea-
lizaron en las mismas condiciones que los ensayos de 
bioluminiscencia, 2 horas de tratamiento a las mismas 
concentraciones de metales pesados. Además, puesto 
que los niveles de expresión relativa de lucFF, fueron 
normalizados respecto a la expresión del gen consti-
tutivo ATU1 (a-tubulina), este experimento permitió 
comparar el grado de activación de los dos promoto-
res P
MTT1
 y P
MTT5 
entre sí. 
Los resultados obtenidos (Figura 63) se corres-
pondían con aquellos obtenidos en los ensayos de bio-
luminscencia (Figura 59). El P
MTT1
 era activado principal-
mente por Cd, mientras que el P
MTT5
 lo era por Cd y Pb, 
siendo la activación por Cd aproximadamente el doble 
que la realizada por Pb (Figura 63). A esta concentra-
ción (5 x 0-7M) los metales esenciales Cu y Zn no indu-
cían significativamente la activación de los promotores 
P
MTT1
 y P
MTT5
, aunque se detectaba una leve inducción 
(~2 veces) de lucFF bajo control de P
MTT5
 por Cu estadís-
ticamente significativa respecto del control (Figura 63). 
Por lo tanto, como se esperaba, los niveles de activa-
ción del P
MTT5
 por metales pesados (fundamentalmen-
te el Cd y el Pb) fueron considerablemente superiores 
a los del P
MTT1
, indicando que P
MTT5
 es un promotor más 
“fuerte” que P
MTT1
, como ha sido igualmente observado 
en varios experimentos a lo largo de este trabajo (apar-
tados A.4. y C.2.2.2. de R). 
C.2.2.2.5.2Análisisdelosnivelesde
expresióndelosgenesTtheMTT1yTtheMTT5enlas
cepasSB1969,MTT1LucyMTT5Luc
 
Con el fin de dilucidar si la presencia de las 
construcciones reporteras P
MTT1
::lucFF o P
MTT5
::lucFF (in-
tegradas en el locus btu1-1 de las cepas MTTLuc o 
MTT5Luc respectivamente) alteraba la expresión de los 
genes macronucleares TtheMTT1 o TtheMTT5 en las ce-
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Figura 63.  Niveles de expresión del gen 
reportero lucFF en las cepas recombinantes 
MTTLuc (barras rojas) y MTT5Luc (barras 
azules) tras la exposición de las células (2 
horas) a distintos metales pesados (5x0-7 M) 
en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8. Las barras 
representan el nivel de expresión relativa res-
pecto al cultivo control no tratado (valor ), y 
normalizados respecto a la expresión del  gen 
constitutivo a-tubulina (ATU1). Cada barra 
corresponde al valor medio ± la desviación 
estándar de dos experimentos independien-
tes. Los asteriscos azules indican  diferencias 
significativas (p<0,05) respecto al control no 
tratado.
Figura64.  Niveles de expresión de los genes 
TtheMTT1 y TtheMTT5 en las cepas SB969 
(barras naranjas), MTTLuc (barras rojas) y 
MTT5Luc (barras azules), tras la exposición de 
las células (2 horas) a Cd (5x0-7 M) en tampón 
Tris-HCl 0,0 M pH 6,8. Las barras representan 
el nivel de expresión relativa respecto al culti-
vo control no tratado (valor ), y normalizados 
respecto a la expresión del  gen constitutivo 
a-tubulina (ATU1). Cada barra corresponde al 
valor medio ± la desviación estándar de dos 
experimentos independientes. No se obser-
varon diferencias significativas en la expre-
sión entre las tres cepas utilizadas.
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pas recombinantes, se analizó la expresión de estos  dos genes en las cepas SB969 (salvaje), 
MTTLuc y MTT5Luc, mediante RT-PCR cuantitativa tras 2 horas de exposición a una concen-
tración subletal (5x0-7 M) de Cd (Figura 64).
Las tres cepas presentaron patrones similares de inducción para cada uno de los dos 
genes. En las tres cepas la inducción de la expresión de TtheMTT1 y TtheMTT5 por Cd era de 
aproximadamente 33 y 260 veces los niveles basales respectivamente (Figura 64). Aunque en 
la cepa MTTLuc la inducción de la expresión de TtheMTT5 por Cd fue algo menor (~99 ve-
ces), la diferencia respecto a la inducción en las otras dos cepas (SB969 y MTT5Luc) no es 
estadísticamente significativa. 
C.2.3ValidacióndelosbiosensoresMTT1LucyMTT5Luc
C.2.3.1MuestrasnaturalescontaminadasartificialmenteporCd
El proceso de validación de un biosensor no consiste solamente en la utilización de 
muestras naturales tomadas de diferentes ecosistemas contaminados o no, sino también en la 
utilización de muestras naturales (habitualmente de composición compleja) que hayan sido 
contaminadas artificialmente en el laboratorio. Por ello se realizaron dos tipos de experimen-
tos diferentes con la cepa biosensora MTT5Luc (que es la que presentó mayor sensibilidad de 
detección y mayores niveles de inducción de la expresión de luciferasa), en los que se utiliza-
ron muestras naturales de agua o tierra que fueron contaminadas o no (control) con Cd en el 
laboratorio. Además se realizaron ensayos de tipo ciego, con el fin de comprobar que los resul-
tados obtenidos no estaban influenciados a priori por las expectativas del investigador (docto-
rando). En todos estos experimentos, antes de la adición del Cd, se comprobó que las muestras 
naturales no eran tóxicas para T. thermophila. Después de contaminar las muestras con una 
solución de Cd (a la misma o diferentes concentraciones) ó Cd + EDTA (control de Cd quelado), 
el biosensor fue expuesto a las diferentes muestras en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8 durante 
2 horas (Tabla 2), y posteriormente se cuantificó la actividad luciferasa in vitro (apartado 4 
de MYM). Como luminiscencia basal, y al igual que en experimentos previos, se consideró la 
cantidad de luz emitida por las células incubadas en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8. 
*Experimento : detección de Cd biodisponible en agua procedente de una charca 
artificial con abundante presencia de protistas, microinvertebrados y peces 
Las células expuestas durante 2 horas a la muestra de agua sin contaminar, presenta-
ron unos niveles de luminiscencia semejante a los niveles basales (Figura 65), por lo que cabría 
suponer que esta muestra de agua no presentaba metales en forma biodisponible. En cambio, 
aquellas alícuotas de la muestra a las que se les había añadido previamente Cd, incrementaron 
la bioluminiscencia del biosensor considerablemente (Figura 65), siendo el incremento pro-
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porcional al aumento de la con-
centración de Cd. Por el contrario, 
cuando el biosensor fue expuesto 
a aquellas muestras de agua a las 
que se les había añadido Cd que-
lado por EDTA (Figura 65), la señal 
de bioluminiscencia se redujo un 
86% (muestra con Cd ,5 x 0-6 M 
+ EDTA 0 µM), o incluso un 00%, 
siendo similar a los niveles basa-
les (muestras con Cd 2,5 ó 5 x 0-7 
M + EDTA 0 µM). Probablemente 
en la muestra con mayor concen-
tración de Cd (,5 x 0-6 M) la can-
tidad de EDTA (0 µM) no fue su-
ficiente para quelar todo el metal 
(como en las anteriores de menor 
concentración de Cd), de ahí la 
existencia de cierto nivel de bioluminiscencia, similar al originado por la menor concentración 
de Cd utilizada (2,5 x 0-7M) (Figura 65).
*Experimento 2: Ensayos “ciegos” en muestras de suelo y agua
Para evaluar la fiabilidad y credibilidad de los bioensayos realizados con los biosenso-
res en muestras naturales, se realizaron distintos ensayos de tipo “ciego”, en los que la persona 
(doctorando) que realizaba el experimento no conocía qué muestras habían sido contamina-
das previamente con el metal. Para ello se eligieron muestras naturales, de suelo y agua, que 
dieron negativo (bioluminiscencia basal) en una testación previa con el mismo biosensor, y por 
lo tanto no contaminadas con metales. Estas muestras fueron contaminadas con Cd (0,5 mM) 
en el laboratorio (Tabla 2). En el 00% de los ensayos realizados, el aumento de la luminis-
cencia procedente del biosensor (MTT5Luc) tras su exposición a las muestras durante 2 horas, 
coincidía exclusivamente con aquellas muestras que habían sido contaminadas artificialmen-
te con Cd (Figura 66). Por el contrario, las muestras no contaminadas artificialmente con Cd 
presentaban unos niveles de bioluminiscencia semejantes a los basales (Figura 66). Los niveles 
de luminiscencia obtenidos en las muestras de tierra artificialmente contaminadas (Figura 66, 
A) mostraron valores menores que aquellas procedentes de muestras acuosas (Figura 66, B), 
lo cual probablemente es debido a la materia orgánica presente en las muestras de tierra (por 
lo general más abundante que en las muestras de agua), que hacía que parte del Cd añadido 
estuviera quelado por la misma, y por lo tanto no biodisponible y no tóxico. 
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Figura65. Respuesta del biosensor MTT5Luc al Cd añadido artificial-
mente a una muestra natural de agua procedente de una charca artifi-
cial con numerosas especies de protistas, microinvertebrados y peces. 
La muestra de agua natural sin contaminar artificialmente (0 de Cd o 
control) no presentaba metales pesados detectables por el biosensor 
(luminiscencia emitida igual a la basal). El biosensor fue expuesto, du-
rante 2 horas,  a muestras del mismo tipo de agua contaminadas artifi-
cialmente con distintas concentraciones de Cd en forma biodisponible 
o quelado (soluciones de Cd incubadas previamente con EDTA 0 mM, 
durante 4 horas), y se determinó la actividad luciferasa in vitro, como 
se describe en el apartado 4. de MYM. El coeficiente de inducción 
fue calculado como el cociente entre la luz emitida por las células ex-
puestas a la muestra de agua (contaminada o no) y la luz emitida por el 
control (células incubadas en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8).
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C.2.3.2Muestrasnaturales (conmetalespesadosde concentración conocida,
desconocidaopresumiblementenocontaminadas)
Las muestras naturales utilizadas para la evaluación de la presencia de metales usan-
do el biosensor MTT5Luc (Figura 67) o ambos (Figura 68), presentaban una composición en 
metales conocida (Figura 67) o desconocida (en el caso de que la presentaran) (Figura 68). Las 
muestras que se indican en la Figura 67, fueron diluidas (0-) antes de exponerlas al biosensor 
MTT5Luc, a excepción de la muestra 8 (tierra recogida cerca de una fumarola azufrada en el 
Parque Natural Wai-O-Tapu, Nueva Zelanda), que debido a su toxicidad fue diluida por un fac-
tor de 0-3 (apartado 4 de MYM).  
Tres de las muestras analizadas (muestras :Lago Ontario, 2:Parque del Retiro y 7:Par-
que Nacional Waipoua Forest, en Figura 67, A) no indujeron significativamente la bioluminis-
cencia del biosensor MTT5Luc por lo que cabe pensar que no presentasen metales pesados 
en forma biodisponible (al menos en concentraciones superiores a nM). Por el contrario, la bio-
luminiscencia del biosensor aumentó considerablemente cuando fue expuesto a las muestras 
de suelo de Ámsterdam (3), Estocolmo (4), Aznalcóllar (5 y 6) y Wai-O-Tapu (8) (Figura 67, A). 
El valor más elevado obtenido (después de considerar el factor de dilución aplicado, 0-3 para 
la muestra 8, y 0- para el resto de muestras) es el de la muestra de suelo 8, recogida en las 
proximidades de una fumarola volcánica en el Parque Wai-O-Tapu.
 Los dos biosensores (MTTLuc y MTT5Luc) fueron también expuestos a muestras de 
diverso origen pero de composición metálica conocida (muestras -8, Figura 68), determi-
nada por las metodologías analíticas convencionales que establece la legislación ambiental. 
Como se observa en la Figura 68 A, el biosensor MTTLuc sólo detectó la presencia de metales 
pesados en las muestras de suelo 4, 7 y 8, mientras que la cepa MTT5Luc fue capaz de de-
tectar la presencia de metales en todas las muestras empleadas, corroborando una vez más la 
mayor sensibilidad de esta cepa. Las muestras que produjeron un mayor aumento en los nive-
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Figura66. Ensayos “ciegos” sobre la respuesta del biosensor MTT5Luc a la presencia de Cd en muestras naturales 
contaminadas artificialmente en el laboratorio. (A): Muestras R-R5: alícuotas de una suspensión acuosa de  g de 
tierra (procedente del Parque del Retiro (Madrid)) en 0 ml de H
2
O MilliQ. (B): Muestras L-L5: agua procedente de 
una laguna de la reserva ornitológica Los Charcones (Miguel Esteban, Toledo). Las cruces (+) indican las muestras a 
las que se les había añadido Cd (0,5 mM).
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les de bioluminiscencia en ambos biosensores fueron las muestras 4 y 8, correspondientes 
a un lodo procedente de una EDAR empleado con fines agrícolas, y una muestra de suelo del 
oeste de la Península Ibérica, respectivamente. Por el contrario, la muestra 6 (sedimento de una 
laguna de Madrid) produjo el menor incremento en la expresión de luciferasa en MTT5Luc, por 
lo que sería la muestra con menor cantidad de metales en forma biodisponible. 
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Figura67. Respuesta del biosensor  MTT5Luc a varias muestras de suelo de distinta procedencia geográfica. El 
histograma muestra los niveles de inducción de la expresión de luciferasa del biosensor tras la exposición durante 
2 horas a la muestra (extracto acuoso y filtrado de g de muestra / 0 ml de H2O milliQ), a una dilución de 0- ó 
0-3 (para la muestra 8). La bioluminiscencia basal se establece como aquella que poseen las células incubadas en 
tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8 (control). Como control positivo (+) se incubaron las células en tampón Tris-HCl 0,0 
M pH 6,8 conteniendo Cd 50 nM. El coeficiente de inducción fue calculado como el cociente entre la luz emitida por 
las células expuestas y las no expuestas al metal (control) como se describe en el apartado 4. de MYM.
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Cd (µg/kg) 45,32 36,9 42,56 370 34 ? 3,05 5,21
Cr (mg/kg) 7,17 7,15 7,61 27,12 6,48 ? ? ?
Cu (mg/kg) 5,67 5,98 6,57 205,3 3,43 ? ? ?
Ni (mg/kg) 3,44 4,73 5,59 147,2 5,25 ? ? ?
Pb (mg/kg) 7,26 7,05 10,07 29,03 5,21 12,57 ? ?
Zn (mg/kg) 21,08 21,05 26,65 429,7 22,47 ? ? ?
Hg (µg/kg) 56,61 49,46 49,3 773,5 49,52 ? ? ?
pH 6 6,5 7 7,5 7 6,5 5 5
muestra#11 suelo regado con efluente EDAR
muestra#12 suelo tratado con gallinaza
muestra#13 suelo tratado con compost de RSU
muestra#14 lodo EDAR con fines agrícolas
muestra#15 suelo agrícola oeste de Madrid
muestra#16 sedimento laguna provincia de Madrid
muestra#17 suelo oeste Península Ibérica 1
muestra#18 suelo oeste Península Ibérica 2
Figura68. Respuesta de los biosensores MTTLuc y MTT5Luc a diferentes muestras de suelo con contaminación 
conocida de metales.  (A):Histograma mostrando los valores de coeficiente de inducción de ambos biosensores 
tras 2 horas de exposición a la muestra (extracto acuoso y filtrado de g de muestra / 0 ml de H2O milliQ). (B):
Características de las muestras: contenido total de metales detectados en  cada muestra, determinado por métodos 
físico-químicos. ?: No analizado. El coeficiente de inducción fue calculado como el cociente entre la luz emitida por 
las células expuestas y las no expuestas al metal (control) como se describe en el apartado4. de MYM. Los datos 
corresponden al valor medio de 3 experimentos independientes. RSU: Residuos Sólidos Urbanos. EDAR: Estación 
Depuradora de Aguas Residuales.
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Discusión
A.LAFAMILIADEMETALOTIONEÍNASENTetrahymena
A.1GenesdemetalotioneínasenTetrahymena:mayorlongitudyausenciadeintrones
respectoaotrosgenesdemetalotioneínas
En general los genes de metalotioneínas (MTs) están localizados en el mismo cromoso-
ma o en la misma región cromosómica, lo que podría reflejar que el origen de estos genes pu-
diera deberse a fenómenos de duplicación génica.  En humanos, las 4 isoformas básicas (MT- 
(con  copias) MT-2, MT-3 y MT-4) están agrupadas en el cromosoma 6 (Coyle et al. 2002). 
En ratón hay 4 genes (MT- a MT-4) dentro de una región de 60 Kb en el cromosoma 8 (Davis 
y Cousins 2000), aunque se ha descrito un gen semejante a MT (MTL-5) en el cromosoma 9 B 
(Haq et al. 2003). Sin embargo, en T. thermophila (la única especie del género Tetrahymena en la 
que los genes MT han sido localizados en cromosomas), los 5 genes MT se distribuyen en tres 
cromosomas diferentes. TtheMTT1 y TtheMTT3 están localizados uno a continuación de otro 
(separados por ,7 kb) en el brazo derecho del cromosoma 4 (Díaz et al. 2007), TtheMTT5 en 
el cromosoma telocéntrico 5 (Díaz et al. 2007), y finalmente TheMTT2 y TtheMTT4 en el brazo 
derecho del cromosoma 2 (Bakshandeh et al. 2004). 
Hasta hoy se han identificado once genes MT en distintas especies del género Tetrahy-
mena (Piccinni et al. 999; Boldrin et al. 2002; Shang et al. 2002; Bakshandeh et al. 2004; Boldrin 
et al. 2006; Fu y Miao 2006; Díaz et al. 2007; Shuja y Shakoori 2007; Amaro et al. 2008; Guo et 
al. 2008). La mayoría de ellos han sido aislados como moléculas de ADNc (Tabla A, Anexo). A 
partir del alineamiento de estos ADNc con su correspondiente secuencia de ADN genómico, 
se ha comprobado la ausencia de intrones en la secuencia codificante de todos estos genes 
MT. Tampoco contiene intrones el gen codificante para una hipotética Cd-MT identificada en 
el ciliado Paramecium sp. descrito recientemente (Shuja y Shakoori 2008). Esta secuencia no ha 
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sido incluida en el análisis comparativo llevado a cabo con las secuencias MT de las diferentes 
especies de Tetrahymena, ya que aún no ha sido analizada la inducción de su expresión por 
metales pesados. 
En general, lo más común es que los genes MT contengan intrones (Hamer 986; Leig-
nel et al. 2008). Los genes MT de vertebrados presentan una estructura de 3 exones y 2 intro-
nes, mientras que en invertebrados hay una mayor heterogeneidad en el número de intrones 
(Samson y Gedamu 998). Aunque no son muy frecuentes, se han descrito genes MT sin in-
trones en algunos bivalvos marinos, en los que se ha propuesto que la ausencia de intrones 
represente una adaptación genética para permitir una transcripción más rápida en respuesta 
a la presencia de metales (Leignel et al. 2005). En otros organismos modelo (A. thaliana, S. cere-
visiae, S. pombe y M. musculus) se ha observado que aquellos genes cuya expresión se modifica 
rápidamente en respuesta a estrés, contienen un bajo número de intrones. Se ha propuesto 
que los intrones en estos genes podrían retrasar la respuesta celular al estrés, ya que los intro-
nes tendrían que ser transcritos y eliminados, suponiendo además un mayor gasto energético 
y tiempo invertido (Jeffares et al. 2008). Este razonamiento, por el contrario, estaría en contra-
posición con el hecho de que la mayoría de los genes MT presentan intrones, y su expresión 
es suficientemente rápida (-2 h) (Miles et al. 2000) para contrarestar el estrés originado por el 
metal. 
Además de la ausencia de intrones, los genes MT de Tetrahymena se diferencian del 
resto de genes MT por su mayor longitud (237-543 pb frente a 75-26 pb en otros organismos, 
datos inferidos de los rangos de longitudes de las proteínas MT mostrados en la Tabla 30) y por 
el alto grado de similitud interna de la secuencia nucleotídica (Boldrin et al. 2003; Fu y Miao 
2006; Díaz et al. 2007). Parece por tanto, que dada la gran longitud de los genes MT de Tetrahy-
mena (237-543 pb), la ausencia de intrones en los mismos podría representar una adaptación 
génica para contribuir a una mayor rapidez de la respuesta celular al estrés. 
A.2LasMTsdeTetrahymenaseagrupanendossubfamiliasdistintas:7a(Cd-MTs)y7b
(Cu-MTs)
Las metalotioneínas de ciliados se han asignado a la familia 7, según la última clasifica-
ción propuesta para la superfamilia de MTs (Binz y Kägi 999), y esta inclusión se hizo en base 
a las características de la estructura primaria de la proteína TpyrMT- (Piccinni et al. 994), la 
única MT de ciliados descrita en el momento de hacer esta clasificación. Desde entonces y has-
ta la actualidad se han identificado once MTs en ciliados, todas ellas dentro del género Tetrahy-
mena, incluyendo las tres descritas en este trabajo. Recientemente se ha descrito la hipotética 
MT de Paramecium sp. (Shuja y Shakoori 2008), que presenta unas secuencias nucleotídica y 
aminoacídica que difieren tanto de las MTs de otros organismos como de las Cd-MTs y Cu-MTs 
de Tetrahymena. Como se ha indicado antes, esta hipotética MT de Paramecium sp. no se ha 
incluido en nuestro análisis comparativo por las razones anteriormente aludidas.
Discusión
35
De acuerdo con los diferentes resultados obtenidos del análisis de las diferentes MTs 
del género Tetrahymena, como el análisis filogenético, la organización de los residuos de Cys 
en diferentes motivos, la localización de los residuos de Lys respecto a las Cys, y sus mayores 
niveles de inducción por Cd o Cu, se ha dividido a la familia 7 de MTs de Tetrahymena en dos 
subfamilias distintas: 7a y 7b (apartado A.3 de R). Esta clasificación ha sido inicialmente esta-
blecida y publicada (Díaz et al. 2007) por nuestro grupo en base a los resultados obtenidos en 
el presente trabajo, e igualmente ha sido aceptada por la comunidad científica internacional 
(Díaz et al. 2007; Guo et al. 2008). 
Las distintas isoformas de MTs descritas en diversos organismos muestran una dife-
rente capacidad/preferencia para unir Cd2+/Zn2+ o Cu+ (Valls et al. 200; Zhang et al. 200; Tio 
et al. 2004; Egli et al. 2006; Villarreal et al. 2006). Las MTs de la subfamilia 7a unen eficazmente 
Cd (Piccinni et al. 994; Dondero et al. 2004) y su expresión se induce preferentemente por 
este metal (Tablas 29 y 33). Por el contrario, las MTs de la subfamilia 7b unen eficazmente Cu 
(Santovito et al. 200), y este metal esencial es el mejor inductor de su síntesis (Tablas 29 y 33). 
Por estas razones, entre otras, se considera que la subfamilia 7a está formada por Cd-MTs y la 
subfamilia 7b por Cu-MTs. Las características diferenciales de cada subfamilia se resumen en 
la Tabla 29. 
La subfamlia 7a está compuesta por 7 Cd-MTs: la MT- de T. pigmentosa (TpigMT-); las 
MT- y MT-2 de T. pyriformis (TpyrMT- y TpyrMT-2); las MTT, MTT3 y MTT5 de T. thermophila 
(TtheMTT, TtheMTT3 y TtheMTT5); la MTT de T. tropicalis (TtroMTT); y la MTT de T. rostrata 
(TrosMTT) (Piccinni et al. 999; Shang et al. 2002; Dondero et al. 2004; Fu y Miao 2006; Díaz et 
al. 2007; Shuja y Shakoori 2007; Amaro et al. 2008). La subfamilia 7b está compuesta por cuatro 
Cu-MTs: la MT-2 de T. pigmentosa (TpigMT-2), las MTT2 y MTT4 de T. thermophila (TtheMTT2 y 
TtheMTT4), y la MTT2 de T. rostrata (TrosMTT2) (Boldrin et al. 2002; Díaz et al. 2007; Amaro et 
al. 2008; Boldrin et al. 2008). Según el análisis filogenético realizado por tres metodologías de 
inferencia filogenética distintas (NJ, ML y MB) (apartado A.3 de R), la separación de estos dos 
grupos es clara. La probabilidad de que esta separación sea correcta es de un 99,9 % y 00 %, 
según los árboles inferidos mediante los métodos de ML y MB respectivamente (Figura 7). 
Subfamilia Cys en motivos 
CC o CCC 
Motivos que componen 
los módulos 
(secuencias consenso) 
Disposición de 
Lys entre dos 
Cys1
Preferencia de 
inducción
de la expresión por 
Cd o Cu2
7a
(Cd-MTs) 
Todas C2X6 (el más común) y 
CKCX2CXC2K
Minoría Cd > Cu 
7b  
(Cu-MTs) 
Básicamente 
ninguna 
No presenta estructura 
modular clara. 
Repeticiones del motivo 
CKCX2-5CKC
Mayoría Cu > Cd 
Tabla29.Principales características diferenciales de las subfamilias 7a y 7b de MTs del género Tetrahymena. C: Cys, 
K: Lys, X: cualquier aminoácido. La localización de los residuos de Lys y Cys se pueden comprobar en los alinea-
mientos de las Figuras 6 y 20.  2La expresión por Cd o Cu de cada gen MT ha sido analizada por distintos autores: 
TtheMTT1 (Dondero et al. 2004) (apartado A.4. de R, Díaz et al. 2007; Santovito et al. 2007), TtheMTT3 (apartado A.4. 
de R, Díaz et al. 2007), TtheMTT5 (apartado A.4. de R, Díaz et al. 2007), TpigMT-1 (Guo et al. 2008), TpyrMT-1 y TpyrMT-2 
(Fu y Miao 2006), TrosMTT1 y TrosMTT2 (apartado A.4.2 de R, Amaro et al. 2008).
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A.3AnálisiscomparativodelaestructuraprimariadelasMTsdeTetrahymena
Las MTs de Tetrahymena presentan diferencias significativas con MTs de otros orga-
nismos, por ejemplo con las MTs de vertebrados que podríamos llamar MTs clásicas. Las prin-
cipales características diferenciales se muestran en la Tabla 30. Son proteínas más largas y de 
mayor masa molecular (78-8 aa; 8,2-9,3 KDa) que las MTs del resto de organismos (25-87 
aa; 2,5-9 kDa). Sin embargo, a pesar de su mayor longitud, el contenido medio en residuos de 
Cys que presentan se encuentra dentro del porcentaje medio de Cys del resto de MTs (5-34 
%) (Tabla 30). El pI (punto isoeléctrico) inferido de sus secuencias aminoacídicas (7,2 – 8,4) es 
similar al que presentan las MTs de otros organismos (7-8,5), dentro del rango de la neutralidad 
o ligeramente básico. Son proteínas estables con una vida media estimada (igualmente inferi-
da de su secuencia aminoacídica) de 30 h. El perfil de hidropaticidad estimada para las MTs de 
Tetrahymena es de -0,54 (para las Cd-MTs) y -0,44 (para las Cu-MTs), indicando un más elevado 
carácter hidrofílico que las MTs de vertebrados (-0,5 como promedio) (Trinchella et al. 2008).
En general se ha descrito que las MTs clásicas (MTs de vertebrados) no contienen ami-
noácidos aromáticos en su secuencia (Coyle et al. 2002), como sucede en todas las Cu-MTs y 
algunas Cd-MTs de Tetrahymena (Tabla 30). Sin embargo, la mayoría de las Cd-MTs de Tetrahy-
mena presentan aminoácidos aromáticos en su secuencia (Phe>Tyr>Trp) (Tabla 30). Igualmen-
te, la presencia de aminoácidos aromáticos es frecuente en las MTs de plantas, bacterias y leva-
duras, y, aunque en menor frecuencia, también en algunas especies de hongos filamentosos e 
invertebrados (Tabla 30). 
En general la His es un residuo poco frecuente en la secuencia aminoacídica de las 
MTs (Coyle et al. 2002). Solamente tres de las once MTs de Tetrahymena lo presentan (Tabla 30). 
Además se creía que las MTs coordinaban los iones metálicos exclusivamente a través de los 
aniones tiolato de los residuos de Cys (Vasak y Hasler 2000). Sin embargo, en la última década 
se han identificado nuevas MTs de diversos organismos (bacterias, hongos, plantas y animales) 
que contienen residuos de His (-4) (Tabla 30). Estudios recientes han demostrado que estas 
His participan en la unión con los metales, que estabilizan los motivos de Cys disminuyendo 
la carga global, que pueden disminuir la probabilidad de que se formen puentes disulfuro, y 
que además incrementan la afinidad de estas MTs por Zn en comparación con el Cd (Blindauer 
2008). Como refleja la Tabla 30, en Tetrahymena sólo una Cd-MT (TtheMTT3) (con 2 His) y dos 
Cu-MTs (TtheMTT2 y TtheMTT4) (con sólo una His) contienen residuos de His en su secuencia, 
aunque desconocemos si influyen en la capacidad de estas MTs en su unión con Zn.
La secuencia aminoacídica de las MTs de Tetrahymena presenta una elevada asimetría 
en la utilización de los aminoácidos básicos Lys/Arg (Lys>>Arg). Las distintas isoformas de Te-
trahymena presentan un elevado número de Lys (K) (-2 K las Cu-MTs y 3-23 K las Cd-MTs), y 
en cambio, ningún residuo de Arg (R). Solamente una isoforma de Cd-MT (TtheMTT3) contiene 
un residuo de Arg en su secuencia (Tabla 30). La preferencia de usar principal o exclusivamente 
el aminoácido Lys en lugar de Arg parece ser un hecho general en las MTs (Tabla 30), excepto 
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en algunos casos, como la Zn-MT de clase II de Zea mays (Nº Acc. P4340) (con 2K/6R) y algu-    
nas hipotéticas MTs de procariotas (Pseudomonas entomophila (Nº Acc.YP_608349) (3K/3R), o 
Nitrosococcus oceani (Nº Acc.YP_34486) (3K/2R).
A.4DistribucióndelosresiduosdeCys:LasCd-MTsdeTetrahymenapresentanmotivos
CCCtípicos
Desde un punto de vista funcional, las Cys son los principales residuos que componen 
las MTs, y que además les confieren la capacidad de unir metales a través de la formación de 
complejos metal-tiolato (Coyle et al. 2002). Aunque el contenido en Cys de las MTs de Tetrahy-
mena se encuentra dentro del porcentaje medio de Cys del resto de MTs, dada su mayor lon-
gitud, las MTs de Tetrahymena son las MTs con mayor número de residuos de Cys por molécula 
(22-54 Cys) de todas las MTs actualmente descritas (9-23 Cys) (Tabla 30). En las MTs de Tetrahy-
mena las Cys se disponen no solamente en los motivos típicos de las MTs de otros organismos 
(CCX, CXC o XXCXX, donde X es cualquier aminoácido), sino también en otros motivos adicio-
nales (CCC, CXCC y CXCXC) que no suelen aparecer (salvo raras excepciones) en el resto de las 
MTs. Por el contrario, las Cu-MTs de Tetrahymena solamente presentan los motivos clásicos 
como la mayoría de las MTs conocidas (Tabla 3). En la subfamilia 7a (Cd-MTs) la mayoría de las 
Cys se agrupan en los motivos CCC (3,5 % del total) y CCX (33,7 %), mientras en la subfamilia 
7b (Cu-MTs) la mayoría de Cys se disponen en los motivos CXC (89,5 %) (Tabla 3).  Las Cd-MTs  
de Tetrahymena son las únicas MTs que presentan motivos CCC y CC en la misma secuencia 
aminoacídica. Aunque el motivo CCC no es exclusivo de las Cd-MTs de Tetrahymena, son muy 
pocas las MTs que lo presentan: la MT-B de H. sapiens (Nº Acc. P07438), una CdMT del gusano 
Eisenia fetida (Nº Acc. ABC48927), la MT-II de la levadura Yarrowia lipolytica (Nº Acc. P4928), 
una CuMT (MT-II) del artrópodo Callinectes sapidus (Nº Acc. AAF08966) y una isoforma del mo-
lusco Crassostrea virginica (Nº Acc. CAK2238) (Gruber  et al. 2000; Syring et al. 2000; Jenny et al. 
2006). Por lo tanto, parece que la presencia del motivo CCC no determina a priori la preferencia 
por unir Cd o Cu de una MT, puesto que aunque aparece exclusivamente en las Cd-MTs de 
Tetrahymena, también aparece en Cu-MTs como la del artrópodo C. sapidus (Domenech et al. 
2008), y posiblemente en otras de las anteriormente citadas que pueden unir preferentemente 
Cu frente a Cd, pero este particular lo desconocemos. 
A.5CapacidadqueladorateóricadelasMTsdeTetrahymena
Actualmente desconocemos cómo influye el motivo CCC en la capacidad queladora de 
las MTs que lo presentan. La única información publicada respecto a las MTs de Tetrahymena es 
que TpyrMT- une  (Domenech et al. 2008) ó 2 (Piccinni et al. 994) iones Cd2+ in vitro por 
molécula. Dondero et al. (2004) han estimado que TtheMTT une 6 iones de Cd2+. Y por otro 
lado, la estructura nativa de TpigMT-2 contiene 7 Cu+/molécula (Santovito et al. 200). 
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Aunque no tiene que ser necesariamente cierto, se podría pensar que dado el mayor 
número de residuos de Cys que presentan las MTs de Tetrahymena, pudieran ser capaces de 
quelar un mayor número de iones metálicos que las MTs de vertebrados (7 Cd ó 2 Cu por mo-
lécula). En las MTs de vertebrados todas las Cys están implicadas en la quelación de metal (Kägi 
993), siendo la estequiometria Cd
7
(Cys)
20
 para las Cd-MTs, o Cu
2
(Cys)
20
 para las Cu-MTs. Asu-
miendo que esto podría, igualmente, ser aplicable a las MTs de Tetrahymena, se ha calculado 
el número de iones metálicos (Cd o Cu) que estas proteínas podrían unir (Tabla 32). Algunos 
de los datos experimentales citados en el párrafo anterior corroboran algunos de los datos 
teóricos. Por ejemplo, para TpyrMT- ( ó 2 Cd2+ / molécula) (Domenech et al. 2008; Piccinni 
et al. 994) vs.  (dato teórico inferido) o para TtheMTT (6 Cd2+) (Dondero et al. 2004) vs. 
7 (dato teórico inferido) (Tabla 32). Siendo por lo tanto , 2 ó 6 valores superiores al de 7 
Cd2+ estimado para las MTs de vertebrados. No ocurre así para la Cu-MT (TpigMT-2) (7 Cu+ por 
molécula) (Santovito et al. 200) respecto a 6 (dato teórico) (Tabla 32). 
Una de las características estructurales que diferencia a ambas subfamilias de MTs de 
Tetrahymena es la localización en la secuencia aminoacídica de los residuos de Cys y Lys (Figu-
ra 6). En Cu-MTs (subfamilia 7b), existe una fuerte tendencia a que los residuos de Lys (K) se 
sitúen entre residuos de Cys (CKC) (entre 7-0 agrupaciones CKC/molécula) (Figura 20), como 
igualmente se detecta en MTs de mamíferos, aunque en menor cantidad (2-3 agrupaciones 
CKC/molécula) (Amaro et al. 2008). Por el contrario, en las Cd-MTs (subfamilia 7a) de Tetrahy-
mena estas agrupaciones CKC son más escasas, y se concentran en regiones de la molécula 
que denominamos submódulos tipo 2 (Apartados A.3.2 de R, y A.6 de D). Se ha descrito que 
los residuos de Cys que tienen adyacente en la secuencia un residuo aminoácido básico (como 
la Lys) tienen un valor pK considerablemente menor, y en consecuencia decrece la reactividad 
de dicho residuo de Cys (Parente et al. 985). Por lo tanto, es posible que algunas MTs como 
las Cu-MTs de Tetrahymena puedan tener una capacidad de unión con el ión metálico menor 
que la que teóricamente se le pueda asignar. Habría que esperar a obtener un mayor número 
de datos experimentales sobre la capacidad de estas MTs para afirmar, de manera general y 
con mayor certidumbre, que las MTs de Tetrahymena pueden unir un mayor número de iones 
metálicos. De momento, las 2 Cd-MTs de Tetrahymena analizadas (Piccinni et al. 994; Dome-
nech et al. 2008) así lo indican. 
Tetrahymena 
Cd-MTs 
Átomos de Cd2+
/molécula 
Tetrahymena 
Cu-MTs 
Átomos de Cu+
/molécula 
TtheMTT1 17 TtheMTT2 19
TtheMTT3 15 TtheMTT4 19
TtheMTT5 8 TpigMT-2 16
TrosMTT1 12 TrosMTT2 13
TpigMT-1 12
TtroMTT1 16
TpyrMT-1 11
TpyrMT-2 19
Vertebrados MTs 7 Vertebrados MTs 12
Tabla32. Capacidad queladora teó-
rica de las MTs de Tetrahymena res-
pecto a las MTs de vertebrados.
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A.6LasMTsdelasubfamilia7a(Cd-MTs)compartenunaestructuramodular
Anteriormente diversos autores han descrito la similitud interna en algunas de las Cd-
MTs de Tetrahymena (Boldrin et al. 2003; Dondero et al. 2004; Fu y Miao 2006). A partir del 
alineamiento múltiple de las secuencias aminoacídicas de las Cd-MTs de Tetrahymena (subfa-
milia 7a) (Figura 6) determinamos que las Cd-MTs presentan una estricta estructura modular 
(Figuras 8 y 9) (Díaz et al. 2007). Todas las secuencias aminoacídicas de los 8 miembros de la 
subfamilia 7a se pueden dividir en segmentos, que inicialmente se definen con el criterio de 
que cada segmento lleva un motivo CXCCK en su extremo carboxilo-terminal (con algunas ex-
cepciones) (Figura 8). A estos segmentos los hemos denominado “módulos”, los cuales varían 
en longitud (27-54 aa) y están separados por 3-8 aa (linkers). La localización de los residuos de 
Cys está altamente conservada dentro de los módulos. A su vez, estos módulos pueden divi-
dirse en dos tipos de submódulos (Figura 8). Por lo tanto, la Cd-MT más larga TpyrMT-2 está 
formada por cinco módulos, cuatro compuestos por un submódulo de tipo- (sm) y la mitad 
del submódulo de tipo-2 (½ sm2), y uno por dos submódulos de tipo- (sm) y un submódulo 
de tipo-2 (sm2), es decir [4(sm + ½ sm2) + (2sm +  sm2)]. TtheMTT, TtheMTT3 y TtroMTT 
están formadas por tres módulos [2(2sm+sm2)+(sm+ ½ sm2)]. TrosMTT, TpyrMT- y 
TtheMTT5 son las Cd-MTs más pequeñas y están formadas por dos módulos. Cada módulo de 
TrosMTT está compuesto por (2sm+sm2), mientras que TpyrMT- y TtheMTT5 presentan 
un módulo (2sm+sm2) y un módulo (sm+ ½ sm2). 
Así, las Cd-MTs de Tetrahymena parecen estar formadas por la combinación de los 
motivos elementales C
2
X
6
 y CXCX
2
CXC
2
X (secuencias consenso), que se van repitiendo para 
formar unidades de longitud y complejidad crecientes. De este modo, con algunas pequeñas 
modificaciones, estos motivos dieron lugar a submódulos, módulos y finalmente a secuencias 
más complejas de metalotioneínas (Figura 8). La estructura modular de la subfamilia 7a (Cd-
MTs) podría haber contribuido al inusual mayor tamaño de estas MTs, facilitando, mediante 
fenómenos de duplicación génica, una posible expansión de los motivos queladores de metal 
como mecanismo de respuesta a episodios de contaminación ambiental gradual. Si esto fuera 
así, se espera que las especies de Tetrahymena que habitasen ecosistemas muy contaminados 
con metales pesados presenten MTs más largas, pero esto aún no ha sido dilucidado. Por otro 
lado, la hipótesis de que estas repeticiones hayan sido generadas por un mecanismo de exon-
shuffling (Patthy 999), como se ha propuesto para algunos genes MT de metazoos (Schmitt-
Wrede et al. 2004), parece improbable en el caso de los genes MT de Tetrahymena, puesto que 
éstos no presentan intrones (Fu y Miao 2006). 
En varias proteínas de superficie de S. cerevisiae se ha demostrado la existencia de un 
proceso de duplicaciones intragénicas como mecanismo de adaptación a cambios rápidos en 
el ambiente (Verstrepen et al. 2005). Además, líneas celulares de mamíferos resistentes a Cu y 
Cd incrementan los niveles de MTs, y este incremento se ha atribuido, en algunos casos, a am-
plificación génica de MT- y MT-2 (Yamada et al. 994). Igualmente, el número medio de copias 
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de los genes MT- del ratón se duplica tras 6 h de tratamiento con elevadas concentraciones 
de Cd (Koropatnick et al. 985), y las copias extra de genes MT originadas son tanto transcrip-
cionalmente competentes como inducibles (Koropatnick 988). Una posiblilidad similar pare-
ce más adecuada para los genes Cd-MTs de Tetrahymena. 
Aunque las Cu-MTs no presentan una estructura modular tan clara como las Cd-MTs, a 
partir del alineamiento de sus secuencias aminoacídicas (Figura 20), se observa una organiza-
ción estructural basada en repeticiones del motivo CKCX
2-5
CXC (donde K puede estar sustitui-
do por otro aminoácido en algunos casos). Esto sugiere que también la historia evolutiva de las 
Cu-MTs de Tetrahymena podría estar basada en fenómenos de duplicaciones intragénicas.
A.7HistoriaevolutivadelasMTsdeTetrahymena
La baja similitud existente entre las secuencias MTs de los distintos phyla ilustra la ex-
tensa diversificación de los genes MT a lo largo de la evolución. En base a la gran heterogenei-
dad entre las MTs de distintos grupos taxonómicos, se ha propuesto la existencia de diferentes 
linajes de MTs, y por tanto el probable origen polifilético de estas proteínas (Tio et al. 2006; 
Pagani et al. 2007). Las MTs de Tetrahymena difieren considerablemente de las MTs de otros 
organismos, presentando características únicas como su mayor longitud, motivos de Cys dis-
tintos a los clásicos, y la ausencia de intrones en los genes que las codifican. 
Como ya se ha indicado previamente, diversos criterios estructurales, genéticos y filo-
genéticos avalan la división de la familia de las MTs de Tetrahymena en dos subfamilias distin-
tas. Así mismo, los análisis filogenéticos realizados por otros grupos de investigación corrobo-
ran esta separación (Santovito et al. 2007; Guo et al. 2008). 
 Otra característica diferencial que separa las dos subfamilias de MTs de Tetrahymena 
es la diferente utilización de los codones codificantes para el aminoácido glutamina (Gln). Los 
ciliados usan un código genético particular ligeramente diferente del universal, en el que los 
codones UAA y UAG (codones universales “stop” para genes nucleares) codifican para el ami-
noácido Gln, y sólo el codon UGA es el codon “stop” utilizado por estos microorganismos eu-
cariotas, aunque existen algunas excepciones (Tourancheau et al. 995; Lozupone et al. 200). 
Todas las secuencias aminoacídicas de las MTs de Tetrahymena contienen residuos de Gln (des-
de  en TpyrMT- a 4 en TpyrMT-2). La subfamilia 7b (Cu-MTs) usa exclusivamente el codon 
“universal” CAA para Gln, mientras que la subfamilia 7a (Cd-MTs) preferentemente usa UAA y 
UAG en lugar de los codones Gln “universales” (CAA y CAG) (Figura 69). Para todas las Cd-MTs 
de Tetrahymena, la relación de codones no canónicos/canónicos es 29 (mayormente UAA) / 7 
(casi exclusivamente CAA). Curiosamente, TtheMTT3 usa los cuatro posibles codones para Gln 
(Figura 69). Esta drástica asimetría en el uso de los codones codificantes para la Gln corrobora 
que las Cu-MTs de Tetrahymena son más similares a las MTs de vertebrados que las Cd-MTs de 
este ciliado. En la Figura 69, se muestra el árbol filogenético de las MTs de Tetrahymena inferido 
de sus secuencias aminoacídicas, junto con los codones Gln que utilizan los diferentes genes 
Discusión
43
MT y su rango de inducibilidad por metales pesados (según datos de RT-PCR cuantitativa). Es-
tos elementos diferencian, igualmente, a ambas subfamilias de MTs de Tetrahymena. 
Desde el punto de vista filogenético las Cu-MTs de Tetrahymena podrían ser más an-
tiguas que las Cd-MTs (Gutiérrez et al. 2009), ya que las desviaciones del código genético pre-
sentes en ciliados surgieron de forma independiente durante el desarrollo de varios linajes 
del phylum Ciliophora y no fueron consecuencia de un único evento (Tourancheau et al. 995; 
Lozupone et al. 200). Según la hipótesis de Schultz y Yarus (994) los ARNtGln inusuales (ARN-
t
UAA
Gln y ARNt
CUA
Gln) surgieron por duplicación y divergencia del canónico ARNtGln en un cilia-
do ancestral que utilizaba el código genético universal (Schultz y Yarus 994; Lozupone et al. 
200). De acuerdo con esto, las Cu-MTs de Tetrahymena debieron aparecer antes que las Cd-
MTs, puesto que éstas últimas usan principalmente los codones no universales UAA/UAG. 
Durante los estadios tempranos de la evolución de eucariotas ya existían los dos lina-
jes de MTs (Cu y Zn tioneínas) según varios autores (Valls et al. 200; Pagani et al. 2007). Todos 
los organismos eucariotas analizados hasta ahora presentan genes que codifican para Zn- y 
Cu-tioneínas, excepto S. cerevisiae, donde sólo se han descrito dos Cu-MTs (Cup1 y Crs5) (Paga-
ni et al. 2007). Probablemente en las fases iniciales de la evolución la principal función de las 
MTs estaría más relacionada con la homeostasis de los metales esenciales (como Cu y Zn), y su 
expresión estaría inducida principalmente por estos metales (Binz y Kägi 999). 
La exposición a elevados niveles de Cd es un fenómeno relativamente reciente con-
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Figura69.  Árbol filogenético de las MTs de Tetrahymena inferido mediante el método de máxima verosimilitud 
(ML) (para más detalle del mismo, ver apartado A.3 de R, Figura 7). Igualmente se indican los codones codificantes 
para el aminoácido glutamina (Gln) para cada molécula de MT. En la columna de la derecha se indica el orden de 
inducción de la expresión (resultados de RT-PCR cuantitativa) para cada gen codificante de cada MT, tras la exposi-
ción durante  hora a distintos metales pesados como se indica en la Tabla 33.
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secuencia de las actividades humanas, y por tanto probablemente con poca relevancia desde 
el punto de vista evolutivo, aunque en las épocas de gran actividad volcánica y ruptura de la 
corteza terrestre se puedan haber liberado grandes cantidades de Cd al ambiente (Coyle et 
al. 2002). Si asumimos estas consideraciones, posiblemente la evolución inicial de las MTs no 
estuvo dirigida por el Cd. Sin embargo, durante la evolución de los organismos superiores, pa-
rece que estas proteínas se hayan hecho indispensables como moléculas de protección frente 
a la toxicidad del Cd y otros metales pesados, más que para controlar los niveles de los metales 
esenciales (Klaassen et al. 999).
Según varios autores, la duplicación génica parece ser el principal mecanismo impli-
cado en la evolución de los genes MT tanto de vertebrados como invertebrados, microorga-
nismos y plantas (Maroni et al. 987; Klaassen et al. 999; Valls et al. 200; Tio et al. 2004; Trin-
chella et al. 2008). Esta hipótesis está avalada por la existencia de un patrón de repeticiones 
conservadas de motivos Cys en la secuencia aminoacídica de MTs de distintos organismos, y la 
presencia en varias especies de dos o más genes MT dispuestos en tandem en la misma región 
cromosómica (Tio et al. 2004).
Una hipótesis similar también se ha propuesto para explicar la evolución de los genes 
MT de Tetrahymena. De la similitud interna de sus secuencias se puede inferir que las distintas 
isoformas de Cd-MTs hayan sido originadas mediante múltiples fenómenos de duplicación 
génica a partir de un gen ancestral común (Boldrin et al. 2003; Fu y Miao 2006; Díaz et al. 2007). 
La misma afirmación es válida para las Cu-MTs (75-99 % de identidad entre las isoformas de 
Cu-MTs). El proceso de diversificación antes de la especiación podría haber contribuido a la 
baja similitud de secuencia compartida entre los genes codificantes para Cd-MTs y Cu-MTs de 
Tetrahymena (Boldrin et al. 2003). La reciente secuenciación completa del genoma macronu-
clear de T. thermophila ha puesto de manifiesto la existencia de numerosos ejemplos de genes 
duplicados en tandem, probablemente originados por fenómenos de duplicación paráloga, 
muchos de ellos implicados en la detección y respuesta a cambios ambientales (Eisen et al. 
2006). Éste también es el caso de los genes de Cd-MTs y Cu-MTs de T. thermophila, ya que por 
una parte los genes TtheMTT1 y TtheMTT3 se localizan uno a continuación del otro en la misma 
región cromosómica, separados por una distancia de ,7 kb (Díaz et al. 2007). Y por otra parte, 
los genes adyacentes TtheMTT2 y TtheMTT4 codifican dos proteínas idénticas, cuyo origen pro-
bablemente se debe a una duplicación génica relativamente reciente, a juzgar por la elevada 
similitud entre sus regiones 5’ y 3’-UTR (Bakshandeh et al. 2004).
Aunque pensamos que la historia evolutiva de las Cd-MTs de Tetrahymena es difícil de 
reconstruir con los datos actuales y debido a la actuación de, al menos, dos factores durante la 
evolución de estas proteínas/genes. En primer lugar, la recombinación entre parálogos (como 
unequal crossing-over (entrecruzamiento desigual) y conversión génica), y en segundo lugar, 
la convergencia evolutiva de los módulos/submódulos bajo las posibles distintas presiones 
evolutivas surgidas simultáneamente (o no) a lo largo de la evolución, dado que las MTs son 
proteínas multifuncionales (Díaz et al. 2007). No obstante, debido a la paradigmática estructu-
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ra modular presente en las Cd-MTs de Tetrahymena, no contemplada con tanta claridad o con 
la misma intensidad en otras MTs, se ha podido construir un modelo de una de las posibles 
historias evolutivas para estas moléculas. Así, en la Figura 70 se muestra uno de los posibles 
modelos de la historia evolutiva de las Cd-MTs de Tetrahymena, basado principalmente en su 
organización modular y submodular. En este modelo, un módulo ancestral de tipo  (AnM) 
compuesto por los motivos C
3
X
6
 (la mitad del submódulo de tipo  ó ½ sm) y CXCX
2
CXCCX 
(motivo C-terminal de cada módulo) podría haber dado lugar a las Cd-MTs y Cu-MTs de las 
distintas especies de Tetrahymena. Como se explicó anteriormente (apartado A.3), aunque las 
Cu-MTs de Tetrahymena no presentan una estructura modular clara como las Cd-MTs, parecen 
estar compuestas por repeticiones de una versión ligeramente distinta del motivo C-terminal 
(CXCX
2-5
CXC). 
El módulo ancestral de tipo 2 (AnM2) podría haber surgido a partir del módulo ances-
tral de tipo  (AnM), tras una duplicación paráloga de la mitad del submódulo  (½ sm) y 
perdiendo un residuo de Cys (Figura 70). De este modo el ancestro de la proteína actual Tpyr-
MT-2, podría haber surgido mediante un proceso de cuatro duplicaciones parálogas del AnM2 
(que corresponderían a los actuales módulos a, b, c y d de TpyrMT-2) y una duplicación del 
submódulo de tipo  (sm) dando lugar al actual módulo 2 (compuesto por dos sm y medio 
sm2), presente en las Cd-MTs; TpyrMT- y TpyrMT-2 (Figura 70). Con la delección de los cuatro 
módulos de tipo  (moda-d) y una duplicación paráloga intrasubmodular de ½ sm (C
2
X
6
), 
surgió un nuevo submódulo: el submódulo 2 completo (sm2), presente en TpyrMT- (MT con 
Duplicación paráloga de la mitad del submódulo 1
Duplicaciones parálogas modulares y submodulares
?
Delecciones módulos 1a,1b,1c,1d Duplicación paráloga del módulo 2 
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Duplicación paráloga del gen
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y delección del C-ter
Ortólogos similares
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Figura70.Modelo propuesto para una posible historia evolutiva de las Cd-MTs de Tetrahymena (subfamilia 7a) 
basado en duplicaciones de los módulos y los submódulos a partir de un módulo ancestral (AnM). AnM: módulo 
ancestral de tipo . AnM2: módulo ancestral de tipo 2. mod: módulo de tipo . mod2: módulo de tipo 2. sm: sub-
módulo tipo . sm2: submódulo tipo 2. /2 sm: mitad del submódulo tipo . C-ter: carboxilo-terminal. Entre parén-
tesis se indica el número de módulo, independientemente del tipo.
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una estructura bimodular) (Figura 70).
Otros diferentes ortólogos podrían haber aparecido en especies relacionadas del gé-
nero Tetrahymena a partir de esta organización estructural (Figura 70). Por ejemplo, la Tthe-
MTT podría haberse originado a partir de una duplicación paráloga del módulo , presenta-
do así una estructura trimodular. Posteriormente, una duplicación paráloga completa del gen 
TtheMTT1 habría dado lugar a las dos isoformas TtheMTT y TtheMTT3 (79,6 % de identidad 
entre ambas) (Figura 70). Una duplicación paráloga del módulo  con una delección en el C-
terminal podría haber originado la TtheMTT5 (Figura 70). Procesos similares que implicaron 
duplicaciones modulares o submodulares (con o sin delecciones), podrían haber dado lugar 
a la formación de ortólogos MT similares que presentan las distintas especies de Tetrahymena 
(Figura 70). Este modelo coincide con el árbol filogenético (Figuras 7 o 69) obtenido para las 
Cd-MTs de Tetrahymena. 
A.8AnálisisdelaexpresióndelosgenesMTsdeTetrahymena
La expresión de los genes MTs es inducible por una variedad de estímulos, muchos de 
ellos pueden considerarse como factores que desencadenan estrés celular (exposición a meta-
les, estrés oxidativo, alta o baja temperatura, cambios de pH, inanición, hormonas, radiaciones, 
etc.) (Kägi 993; Haq et al. 2003), por lo que a las MTs se les considera proteínas multiestrés, 
estando implicadas en una gran variedad de funciones. Más de medio siglo después desde 
que se descubriese la primera MT, aún no se ha podido determinar el principal papel biológico 
de estas proteínas (Palmiter 998). Algunas funciones atribuidas a estas proteínas son la ho-
meostasis de metales esenciales, la protección frente a la toxicidad de metales y xenobióticos 
o la captación de especies reactivas de oxígeno (Palmiter 998; Klaassen et al. 999; Coyle et al. 
2002). A pesar de su carácter multifuncional, no parece que las MTs sean proteínas esenciales, 
aunque confieren una ventaja adaptativa ante situaciones de estrés (Klaassen et al. 999; Hug-
hes y Sturzenbaum 2007).
Una de las características universales de los genes que responden ante una situación 
de estrés celular es la rapidez en su expresión. En general, la expresión de los genes MT se in-
duce rápidamente después de una breve exposición de las células al metal. De los resultados 
derivados del análisis de la expresión de algunos genes MT de Tetrahymena sabemos que ya 
a  h de tratamiento con el metal existe una considerable expresión de estos genes, y que en 
general es mayor que tras 24 h de exposición (Figuras 2 y 22). Otros autores han demostrado 
que el incremento de la expresión se da incluso 30 minutos después de la exposición de las 
células al metal (Shang et al. 2002; Dondero et al. 2004; Boldrin et al. 2006) u otros agentes es-
tresantes (Guo et al. 2008). Dondero y colaboradores (2004) han detectado que tras  hora de 
exposición al Cd, T. thermophila duplicaba la cantidad de proteína TtheMTT respecto a los ni-
veles basales, lo cual refleja la rápida expresión y traducción en respuesta al metal. Como ya se 
indicó en el apartado A., la ausencia de intrones de los genes MT de Tetrahymena podría ser 
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una de las causas de su rápida respuesta transcripcional a la presencia del metal, aunque como 
también se dijo, no parece ser un requisito imprescindible para una rápida transcripción. 
A.8.1CaráctermultiestrésdelasMTsdeTetrahymena
 
En el presente trabajo de tesis doctoral se compara por primera vez la expresión de 
las tres Cd-MTs de T. thermophila, junto con el análisis de la expresión de las únicas Cd-MT y 
Cu-MT descritas en T. rostrata (Figuras 2 y 22). En ambas especies, los genes MT se inducen en 
respuesta a diferentes tipos de estrés (exposición a metales, pH ácido o básico, alta temperatu-
ra, estrés oxidativo e inanción) confirmando el carácter multiestrés de las MTs de Tetrahymena. 
Coincidiendo con esto, otros autores también han demostrado la sobreexpresión de genes MT 
en otras especies de Tetrahymena en respuesta a distintos tipos de estrés: TtheMTT1 (Dondero 
et al. 2004), TpyrMT-1 y TpyrMT-2 (Fu y Miao 2006) y TpigMT-1 (Guo et al. 2008). 
Además de los resultados que aquí se presentan, ya publicados (Díaz et al. 2007; Amaro 
et al. 2008), otros investigadores han analizado la expresión de otras isoformas MT en distintas 
especies de Tetrahymena, igualmente mediante RT-PCR cuantitativa (Dondero et al. 2004; Fu 
y Miao 2006; Santovito et al. 2007; Guo et al. 2008). Sin embargo, estos datos cuantitativos no 
son fácilmente comparables, debido a las diferentes condiciones experimentales empleadas 
por los distintos autores (medio y condiciones de cultivo, concentración de metal y/o duración 
del tratamiento), junto con los distintos protocolos de RT-PCR cuantitativa (RT-PCRq) utiliza-
dos. Numerosos trabajos han demostrado la existencia de variaciones significativas entre los 
resultados de RT-PCRq de distintos laboratorios incluso empleando muestras idénticas (Bustin 
2000). No obstante y a pesar de estas dificultades, podemos llevar a cabo una comparación 
e inferir información de tipo cualitativo a partir de los resultados de los distintos grupos de 
investigación. En la Tabla 33 se resumen los diferentes patrones de inducción relativa de cada 
gen en respuesta a distintos metales pesados, así como las condiciones experimentales de los 
distintos estudios llevados a cabo. 
Todos los genes Cd-MTs analizados en este trabajo se inducen con mayores niveles 
de expresión en respuesta a Cd que a Cu (Cd>Cu) (Figuras 2 y 22), y lo mismo sucede con las 
Cd-MTs aisladas en otras especies de Tetrahymena (Tabla 33). Por el contrario la expresión de 
TrosMTT2 (hasta ahora el único gen Cu-MT cuya expresión ha sido analizada por RT-PCRq) se 
induce principalmente por Cu (Cu>Cd) (Figura 22, Tabla 33). Este patrón de inducción se man-
tiene para todos los genes, independientemente de la duración del tratamiento, concentra-
ción del metal, etc., ratificando de nuevo la división de las MTs de Tetrahymena en las dos sub-
familias 7a (Cd-MTs) y 7b (Cu-MTs). El Cu apenas es capaz de estimular la expresión de los tres 
genes Cd-MTs de T. thermophila, al igual que ocurre con el Ni (independientemente del tiempo 
de tratamiento) (Tabla 33). El Cu sólo induce la expresión de TtheMTT5 dos veces por encima 
de los niveles basales, valor no significativo desde el punto de vista estadístico. La falta de res-
puesta de estos tres genes Cd-MT al Cu podría explicarse por la existencia en T. thermophila de 
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2 genes Cu-MTs (TtheMTT2 y TtheMTT4) específicos, posiblemente encargados de la detoxifica-
ción de este metal pesado (Boldrin et al. 2002). Y algo similar ocurre con el gen MTT1 (Cd-MT) 
de T. rostrata, especie que también presenta al menos un gen de Cu-MT (TrosMTT2) (Tabla 33). 
Esto mismo se refleja en el hecho de que la exposición a la mezcla Cd+Cu induce la expresión 
de TtheMTT1, TtheMTT3 y TtheMTT5 a unos niveles similares que cuando la célula es expuesta 
solamente a Cd (Figura 2).
Aunque debemos tener en cuenta que los resultados de RT-PCRq obtenidos por diver-
sos grupos no son comparables, junto a que cada grupo ha utilizado concentraciones distintas 
de metal y en condiciones diferentes (como se comentó anteriormente), nos atrevemos a rea-
lizar la siguiente consideración: si comparamos los patrones de inducción temprana (h) de las 
distintas isoformas de Cd-MTs con la historia evolutiva que proponemos para las mismas, se 
observa que las Cd-MTs que, según nuestro modelo, aparecieron a partir del módulo ancestral 
(TpyrMT-2, TpyrMT-) son inducidas preferentemente por Cd y Cu (Figura 69). Por el contrario, 
para las Cd-MTs que se originaron a partir de la estructura de un ancestro de TpyrMT- (como 
TtheMTT y TtheMTT3, TtheMTT5, TrosMTT, TpigMT- y TtroMTT) (Figura 69), el Cu ocupa la 
última o penúltima posición en cuanto a inductor de su expresión. Por el contrario, la expresión 
de estas MTs se induce principalmente por Cd, Pb, Hg o As. Por tanto, podría considerarse que 
en las etapas “más recientes” de la historia evolutiva de las Cd-MTs de Tetrahymena, estas pro-
teínas hayan cobrado más importancia como sistema de protección frente a la toxicidad de los 
metales pesados no esenciales (Figura 69). 
Entre los metales no esenciales, el Pb es uno de los mejores inductores de la expresión 
de los genes Cd-MTs de Tetrahymena, ya que induce un elevado nivel de expresión en las tres 
Tratamiento Gen
 MT 
Orden de inducción relativa 
en respuesta a metales Concentración Duración Medio 
Especie Referencia 
TpigMT-1 Hg > Pb > Cd > Cu > Zn 1 h PPY T.pigmentosa  
cepa HG2 
(Guo et al. 2008) 
TpyrMT-1 Cd > Cu > Zn > Hg 1 h PPY (Fu y Miao 2006) 
TpyrMT-2 Cd > Cu > Zn > Hg 
Cd 44,5 ?M
Cu 630 ?M
Zn 500 ?M
Pb 603 ?M
Hg 10 ?M
1 h PPY
T.pyriformis
cepa GL (Fu y Miao 2006) 
TtheMTT1 Cd > Hg > Cu > Zn Cd 20 ?M
Cu 20 ?M
Zn 20 ?M
Hg ????M
30 min PPY T.thermophila
cepa CU428 
(Dondero et al. 2004) 
TtheMTT5 Cd > Cu > Zn Cd 44 ?M
Cu 630 ?M
Zn 229 ?M
1 h SPP T.thermophila
cepa CU428 
(Santovito et al. 2007) 
TtheMTT1 Cd > Zn > Pb > Cu > Ni 1 h PP210
TtheMTT1 Cd > Pb > As > Cu > Zn > Ni 24 h PP210
TtheMTT3 Zn > Cd > Pb > Ni > Cu 1 h PP210 
TtheMTT3 Cd > Zn > As > Ni > Cu > Pb 24 h PP210
TtheMTT5 Pb > Cd > Zn > Cu > Ni 1 h PP210
TtheMTT5 Pb > As > Cd > Cu > Zn > Ni 24 h PP210
T.thermophila 
 cepa SB1969 
(Díaz et al. 2007) 
Este trabajo 
TrosMTT1 Cd > Pb > As > Cu > Zn 1 h PP210
TrosMTT1 Pb > Cd > As > Zn > Cu > Ni 24 h PP210
TrosMTT2 Cu > Pb > Cd > Zn > As 1 h PP210
TrosMTT2 Cu > Zn > Cd > Pb > Ni 
Cd 44,5 ?M
Cu 135 ?M
Zn 3,82 mM 
Pb 965 ?M
Ni 1,70 mM 
As 100 ?M
24 h PP210 
T.rostrata
cepa ID-3 
(Amaro et al. 2008) 
Este trabajo 
Tabla33. Análisis comparativo, por RT-PCRq, de la expresión de los genes MT de diferentes especies del género 
Tetrahymena  obtenidos por distintos grupos de investigación. PPY: Proteosa peptona al 2 % y extracto de levadura 
al 0, %. PP20 y SPP: ver Tabla 6).
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isoformas Cd-MTs de T. themophila, e igualmente en TrosMTT1 y TrosMTT2 (Figuras 2 y 22). 
De hecho, el Pb es junto al Cd el mejor inductor de la expresión de TtheMTT5 (Figura 2), y de 
TpigMT-1 junto al Hg (Guo et al. 2008). In vivo se ha descrito que este metal induce la síntesis 
de MTs en humanos (Church et al. 993), ratas (Ikebuchi et al. 986) y en el pez Tilapia junto 
con el Zn y Cd (Cheung et al. 2005). Por otro lado, analizando el transcriptoma de plantas se 
ha comprobado que muchos genes presentan un patrón de expresión similar bajo exposición 
a Cd o Pb (Kovalchuk et al. 2005; Liu et al. 2009). Además, se ha demostrado in vitro la capaci-
dad del Pb de interaccionar con Cd-MTs desplazando los iones de Cd unidos previamente a la 
metalotioneína (Erk y Raspor 200).
El Zn está considerado como un inductor natural de la biosíntesis de MTs en mamífe-
ros (Kägi 993). Cd y Zn son metales pesados similares, de hecho el Zn puede interaccionar con 
Cd-MTs desplazando al Cd y viceversa, y además el Zn puede inducir la expresión de CdMTs 
(Klaassen et al. 999; Coyle et al. 2002; Haq et al. 2003). Al igual que el Cd, la exposición a Zn 
durante  hora es un buen inductor de la expresión de los genes de Cd-MTs analizados en 
este trabajo: TtheMTT1 (9x), TtheMTT3 (4,4x), TtheMTT5 (32x) y TrosMTT1 (60,6x). Es el mejor 
inductor de la expresión de TtheMTT3 y el segundo de TtheMTT1. Sin embargo apenas induce 
la expresión del gen codificante para la Cu-MT TrosMTT2. En el caso de T. thermophila parece 
más importante la respuesta temprana al Zn, puesto que una exposición corta ( h) al metal es 
uno de los mejores inductores de la expresión de TtheMTT1 y TtheMTT3, mientras que tras una 
exposición prolongada (24 h) los niveles de ARNm de las 3 Cd-MTs caen a los niveles basales 
(Figura 2). Para la Cd-MT de T. rostrata se observa una respuesta similar, la exposición corta a 
Zn induce más eficazmente la expresión de TrosMTT1 (Figura 22). Y aparentemente, respecto a 
la expresión del gen TrosMTT2 es indiferente que la exposición sea corta o larga. Nilsson (2003), 
demostró que Tetrahymena tolera altas concentraciones de Zn. Cuando el ciliado era expuesto 
a una alta concentración subletal de este metal, aumentaba su tiempo de generación y se 
reducía la movilidad celular. Sin embargo, este efecto negativo inicial, consecuencia de la en-
trada masiva del Zn al interior celular, desaparecía a lo largo del tiempo. La rápida recuperación 
del ciliado indica la actuación de un rápido mecanismo de respuesta frente al exceso de Zn 
intracelular. Esta respuesta podría estar mediada en parte por las Cd-MTs del ciliado, puesto 
que según nuestros resultados, en las dos especies (T. thermophila y T. rostrata) la expresión 
de estos genes aumenta tras  hora de exposición y vuelve a los niveles basales después de 
24 horas (Figuras 2 y 22). El Zn es también un buen inductor de la expresión de genes de Cd-
MTs de T. pyriformis TpyrMT-1 y TpyrMT-2 (Fu y Miao 2006) (Tabla 33). Sin embargo, Dondero 
et al. (2004) observaron que TtheMTT1 se sobreexpresaba en respuesta a Cd, Hg y Cu pero no 
a Zn. En T. pigmentosa (Guo et al. 2008) parece que el Zn tampoco es un buen inductor de la 
expresión de la Cd-MT TpigMT-1. Las diferentes respuestas observadas probablemente se de-
ban a las diferentes condiciones de exposición al metal en los distintos estudios. Por ejemplo, 
la concentración de Zn empleada por Dondero et al. (2004) es considerablemente menor a la 
empleada en nuestros experimentos, y esto podría ser la causa de que estos autores no ob-
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servasen inducción del gen TtheMTT1 por Zn. 
Numerosos estudios han demostrado que el As induce la expresión de genes de estrés 
como los que codifican HSPs (proteínas de choque térmico) y MTs (Del Razo et al. 200; Rossi 
et al. 2002; Cui y Okayasu 2008). Cuando Tetrahymena es expuesta a As (As5+), este metaloide 
ocupa el segundo o tercer lugar como inductor de los genes de Cd-MTs TtheMTT1, TtheMTT3, 
TtheMTT5 y TrosMTT1; mientras que el gen TrosMTT2 (Cu-MT) no se induce o incluso presenta 
una expresión menor que la basal (Figura 22, B). El As es un potente inductor de estrés oxidativo, 
promoviendo la producción de ROS y radicales libres, por lo que se cree que la sobreexpresión 
de MTs durante la exposición a As sea un mecanismo de defensa frente a la producción de 
ROS, más que para quelar los iones de As (Del Razo et al. 200). Como muestran los resulta-
dos de RT-PCR cuantitativa (Figura 2), los niveles de TtheMTT5 aumentan considerablemente 
ante la presencia de este metal, mientras que TtheMTT1 y TtheMTT3 lo hacen de forma dis-
creta. Igualmente, ante el estrés oxidativo causado por paraquat (PQ), de nuevo es TtheMTT5 
el que presenta mayores niveles de expresión, lo que podría sugerir que la proteína TtheMTT5 
desempeñe un papel más importante como molécula antioxidante en T. thermophila, respecto 
al resto de las isoformas TtheMTT y TtheMTT3.
Las MTs desempeñan un importante papel en la protección de la célula frente al estrés 
oxidativo (Viarengo et al. 2000). Además de lo indicado anteriormente, en varias especies de 
Tetrahymena se ha detectado que el estrés oxidativo inducido por H
2
O
2
 o PQ incrementa sig-
nificativamente la expresión de genes MT, incluidos los analizados en este trabajo (Figura 2, 
D). Los genes de Cd-MTs TtheMTT1 (Dondero et al. 2004), TpyrMT-1 (Fu y Miao 2006) y TpigMT-1 
(Guo et al. 2008) se sobreexpresan tras la exposición de la célula a H
2
O
2
. Igualmente, la ex-
presión de TtheMTT5 (Figura 2, D) y TrosMTT2 (Figura 22, D) es inducida por PQ. El herbicida 
PQ induce estrés oxidativo mediante la producción de ROS a través de un ciclo redox (redox 
cycling) (Kappus y Sies 98; Suntres 2002), y tanto el PQ como el H
2
O
2
 son buenos inductores 
de la biosíntesis de MTs (Bauman et al. 992). La respuesta de las MTs a estrés oxidativo debe 
ser muy rápida, ya que la sobreexpresión de los genes MT se detecta al poco tiempo de la 
exposición a H
2
O
2
 (5-30 minutos) (Dondero et al. 2004; Fu y Miao 2006; Guo et al. 2008), y la 
sobreexpresión de TpigMT-1 detectada tras 5 minutos de exposición a H
2
O
2
 desciende a los 
niveles basales a los 30 minutos (Guo et al. 2008).
Uno de los tipos de estrés ambientales más frecuentes que sufre la célula es la ausen-
cia de nutrientes (inanición). Se ha demostrado que este tipo de estrés induce también la ex-
presión de genes MT en otros organismos, como el gen CUP1 de S. cerevisiae (que codifica 
una Cu-MT), que también se induce por la falta de glucosa (Tamai et al. 994). El estado de 
inanición, principalmente tras 24 h, induce la biosíntesis de varias MTs en Tetrahymena. Mien-
tras que los niveles de expresión de TrosMTT1 y TrosMTT2 aumentaron considerablemente 
tras 24 h de inanición, en el caso de TtheMTT5 el incremento fue más moderado (tres veces 
los niveles basales) (Figuras 2 y 22). Recientemente se ha analizado el patrón de expresión 
génica de T. thermophila durante los tres estados fundamentales de su ciclo biológico (cre-
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cimiento, inanición y conjugación) mediante la elaboración de un microarray (Miao et al. 2009) 
(datos mostrados en la base de datos Tetrahymena Gene Expression Database (TGED)). Según 
este análisis, TtheMTT5 es el gen de Cd-MT que mayores niveles de expresión presenta desde 
las 9 hasta las 24 horas de inanición (Figura 7, A), lo que concuerda con nuestros resultados 
de RT-PCRq (Figura 2). En cualquier caso este tipo de estrés no parece un gran inductor de la 
expresión de las tres Cd-MTs de T. thermophila. 
Sin embargo, los resultados de Miao y colaboradores (2009) (y mostrados en la base 
de datos TGED) muestran que la expresión de TtheMTT1, TtheMTT3 y TtheMTT5 experimenta 
un considerable incremento durante la conjugación (proceso inducido y desarrollado en in-
anición), que es especialmente patente en el caso de TtheMTT5 (Figura 7, B). La expresión 
de TtheMTT1 y TtheMTT3 alcanzan los máximos niveles entre las 8 y las 0 horas del inicio 
de la conjugación respectivamente (que corresponde con la etapa de diferenciación de mi-
cronúcleo a macronúcleo, después de las dos mitosis postcigóticas), para después disminuir 
progresivamente (Figura 7, B). Por el contrario, TtheMTT5 presenta dos picos de máxima ex-
presión, hacia las 8 (junto con las otras dos Cd-MTs) y 8 horas desde el inicio del proceso de 
conjugación (que corresponde con la etapa de diferenciación del micronúcleo a macronúcleo, 
una vez que los exconjugantes ya están separados) (Figura 7, B). Igualmente, en las genotecas 
de expresión de células de T. thermophila en conjugación disponibles en la base de datos NCBI, 
aparecen más ESTs correspondientes a TtheMTT5 que a TtheMTT1. Actualmente desconoce-
mos cuál puede ser la función o funciones de estas MTs tanto en inanición como durante la 
conjugación de T. thermophila. 
Al igual que TtheMTT3 y TtheMTT1, los genes MT de T. rostrata (TrosMTT1 y TrosMTT2) 
no se ven afectados por un cambio de pH del medio (Figuras 2, D y 22). Por el contrario, la 
expresión de TtheMTT5 se incrementa drásticamente tras 24 horas de exposición a pH ácido 
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Figura71. Perfiles de expresión de los genes MTT1, MTT3 y MTT5 de T. thermophila durante la inanición (A) (S0-S24: 
0-24 h) y conjugación (B) (C0-C8: 0-8 h). Datos obtenidos a partir de los resultados de Miao et al. (2009) a través de 
la base de datos Tetrahymena Genome Expression Database (TGED).
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(pH 5), y menos drásticamente a pH básico (pH 9) (Figura 2, D). Se sabe (Klaassen et al. 994) 
que el pH 5 o menor puede degradar Cd-MTs (sin desplazar el Cd), y también los átomos de 
Zn pueden ser desplazados de una Cd-MT iniciando su degradación. El gen TtheMTT5 es, de 
todos los genes Cd-MTs de T. thermophila, el que se expresa (probablemente también a nivel 
basal) con mayores niveles frente a muy diversos agentes estresantes (Figura 2). Si asumimos 
que el pH 5 degrada por igual a las tres Cd-MTs (punto que desconocemos), la restauración 
de los niveles basales conllevaría una inducción de la expresión proporcional a los mismos, lo 
que explicaría la mayor inducción de este gen frente al resto de Cd-MTs. Por otro lado, también 
se podría contemplar la posibilidad de interpretar estos resultados en términos de expresión 
diferencial ligada al pH con respecto al gen TtheMTT5. Para alcanzar, en el futuro, una inter-
pretación más correcta es necesaria una mayor investigación de este aspecto.
Las MTs de T. rostrata parecen ser más sensibles al estrés térmico que las Cd-MTs de T. 
thermophila. Mientras que la expresión de TtheMTT1, TtheMTT3 y TtheMTT5 resultó similar a 
los niveles basales (Figura 2, D) o ligeramente superior (Dondero et al. 2004) tras un choque 
térmico (42ºC), los genes TrosMTT1 y TrosMTT2 incrementan su expresión más de 00 veces 
(Figura 22). Estas diferencias podrían deberse a que T. rostrata es un parásito facultativo de 
varios invertebrados, que presenta además quistes de resistencia y un proceso de autogamia 
(Gutiérrez 985). Por lo tanto, al tratarse de un parásito, T. rostrata probablemente sea más sen-
sible a cambios de temperatura que otras especies de Tetrahymena (Gutiérrez 985; Wilson et 
al. 998). En el molusco Crassostrea virginica se ha detectado, por RT-PCRq, un incremento de 
hasta 3,7 veces la inducción de genes MTs cuando se expone a 40ºC durante  h, pero no se 
induce expresión significativa a 28 ó 2ºC (Ivanina et al. 2009)
Por el contrario, la baja temperatura (4ºC) no afecta la expresión de ninguno de los 
genes MTs de Tetrahymena analizados (Figuras 2 y 22). Coincidiendo estos resultados con 
aquellos publicados por Dondero et al. (2004), quienes tampoco detectaron sobreexpresión 
del gen TtheMTT1 tras un choque térmico a 0ºC. 
A.8.2RelevanciabiológicadelasMTsdeTetrahymena.Diferentesfuncionespara
las distintas isoformasdeMTs y participación enmecanismosdeprotección cruzada
frenteadiversascondicionesdeestrés(cross-protection)
En Tetrahymena, como en otros organismos, la expresión de las MTs se induce rápi-
damente cuando la célula es expuesta a distintos metales pesados. A partir del estudio de la 
expresión de los genes y la biosíntesis de las MTs de Tetrahymena, se ha propuesto que las MTs 
del ciliado desempeñen una clara función en la homeostasis y detoxificación de metales (Pic-
cinni y Albergoni 996; Dondero et al. 2004). Por otro lado, aunque todas MTs de Tetrahymena 
aumentan su expresión cuando la célula es expuesta a metales, cada isoforma presenta un pa-
trón de inducción característico o diferencial (en las condiciones ensayadas). Del mismo modo, 
a pesar del carácter multiestrés de las MTs de Tetrahymena, no todas las MTs de Tetrahymena 
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se inducen por los mismos tipos de estrés ambiental. Ciertas diferencias se observan entre las 
isoformas génicas de la misma subfamilia dentro de la misma especie de Tetrahymena (por 
ejemplo entre TtheMTT1, TtheMTT1 y TtheMTT5), o incluso entre MTs de especies distintas, por 
ejemplo entre TtheMTT3 y TrosMTT1. La existencia de un alto número de isoformas de MTs 
(cinco) para un microorganismo eucariota como es T. thermophila, plantea la cuestión de si 
desempeñan diferentes funciones biológicas en la misma célula, o si por el contrario son sólo 
el resultado de fenómenos de duplicación y realizan las mismas funciones. En células de ver-
tebrados las diferentes isoformas de MTs no sólo tienen distintos niveles basales de expresión, 
sino que se expresan (y probablemente funcionan) diferencialmente unas isoformas respecto 
de otras, tanto dentro de una misma célula como entre células de diferentes tejidos (Miles et 
al. 2000).
Las tres isoformas de Cd-MTs de T. thermophila presentan un patrón de inducción y 
niveles de expresión diferentes. En general, e independientemente del agente inductor utili-
zado, podemos decir que el orden de los niveles de inducción de su expresión es TtheMTT5>
>TtheMTT1>TtheMTT3, siendo TtheMTT5 el más inducible de los tres genes, y el que responde 
a un mayor número de condiciones de estrés. (Figura 2). Por el contrario, TtheMTT3 es el gen 
Cd-MT que menores niveles de inducción alcanza de T. thermophila (Figura 2, B). TtheMTT3 
es la única Cd-MT con residuos de His en su secuencia (Figura 8), lo que podría aumentar la 
afinidad de la proteína por el Zn, como se ha descrito para MTs de otros organismos (Blindauer 
2008). Esta MT podría estar implicada principalmente en la homeostasis de este metal esencial, 
lo que justificaría que la expresión de TtheMTT3 alcance los mayores niveles cuando la célula 
es expuesta a este metal. 
Los parálogos TtheMTT1 y TtheMTT3 codifican para dos isoformas de Cd-MTs muy si-
milares (79,6 % de identidad), y sin duda han sido originados por un fenómeno de duplicación 
génica. Las diferencias en el patrón de expresión génica son el primer paso en la divergencia 
funcional de dos genes originados por duplicación, y aumenta la probabilidad de que am-
bos genes sean mantenidos en el genoma del organismo (Taylor y Raes 2004; Kondrashov 
y Kondrashov 2006). Las diferencias en el patrón de expresión de dos genes originados por 
duplicación se deben principalmente a la divergencia de sus regiones promotoras, más que a 
la de sus regiones codificantes; aunque diferencias en la estabilidad del ARNm y la estructura 
de la cromatina puedan favorecer diferencias en la expresión (Li et al. 2005). El hecho de que el 
promotor de TtheMTT3 presente un menor número de motivos MTCM puede ser una de las 
razones por las que este gen presente menores niveles de inducción que TtheMTT1. 
Puesto que la duplicación que originó TtheMTT2/TtheMTT4 es más reciente que la que 
orignió TtheMTT1/TtheMTT3, se espera que el patrón de expresión de los dos genes TtheMTT2 y 
TtheMTT4 sea más similar entre sí. Desafortunadamente la expresión de TtheMTT2 y TtheMTT4 
no se puede diferenciar puesto que ambos genes presentan una identidad nucleotídica del 
99 %. 
Con los datos actuales es difícil asignar funciones diferenciales a las restantes Cd-MTs 
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de T. thermophila de una manera inequívoca. Sin embargo, en base a las diferencias en los 
patrones de expresión bajo la acción de diferentes agentes estresantes y el grado o nivel de 
expresión, podríamos hacer algunas consideraciones sobre sus posibles funciones diferencia-
les. Podríamos considerar a TtheMTT5 como una proteína de estrés general (sin descartar su 
función contrarestando el efecto tóxico del Cd y otros metales), por sus mayores niveles de 
expresión y respuesta a inductores de muy diversa naturaleza. Por otro lado, la isoforma Tthe-
MTT (más similar a la TtheMTT3), podría actuar como una MT secundaria o de “apoyo” en la 
respuesta a estrés frente a metales fundamentalmente, aunque también se expresa bajo otras 
circunstancias. Esperamos tener un mayor conocimiento de la función y necesidad de estas 
proteínas en condiciones basales y bajo estrés celular cuando en un futuro próximo obtenga-
mos cepas knockout para cada uno de estos genes de T. thermophila. 
La inducción de la expresión de varios genes MT de Tetrahymena como respuesta a dis-
tintas condiciones de estrés celular (metales pesados, choque térmico, inanición, etc.) plantea 
la posibilidad de que cuando la célula es expuesta a un tipo de estrés específico (por ejemplo 
metales pesados), la biosíntesis de MTs como respuesta a ese estrés permita que la célula de-
sarrolle tolerancia a otros tipos de estrés distintos (p. ej. choque térmico, estrés oxidativo, etc.). 
Este fenómeno conocido como cross-protection se ha descrito en varios organismos, y sugiere 
que las respuestas frente a distintos tipos de estrés solapan parcialmente (Estruch 2000), y en 
ella participan proteínas de estrés general, como las proteínas HSPs y MTs (Piano et al. 2004).
A.9AnálisisdelaregiónpromotoradeTtheMTT5.ElmotivoMTCM1interaccionaconva-
riasproteínasdeT.thermophila,posiblementefactoresdetranscripcióndetipobZIP
La rápida expresión de los genes de MTs en respuesta a metales, como también se 
observa en T. thermophila, requiere un mecanismo de regulación génica eficaz. En vertebrados, 
plantas y algunos invertebrados, la inducción de la expresión de las MTs por metales implica la 
unión del factor de transcripción con dedos de Zn MTF- a los elementos MREs localizados en 
múltiples copias a lo largo de los promotores de genes MTs (Haq et al. 2003). 
Aunque en el genoma de T. thermophila aparecen numerosas proteínas con dedos de 
Zn, ninguna de ellas parece ser un ortólogo del factor MTF- (Díaz et al. 2007). La región 5’UTR 
de TtheMTT5 (Figura 23) no contiene MREs, así como tampoco se han encontrado estos ele-
mentos en los promotores de TtheMTT1 y TtheMTT3 (Shang et al. 2002; Dondero et al. 2004; 
Díaz et al. 2007). Por el contrario, otros investigadores han identificado in silico la presencia 
de hipotéticos motivos MREs y AREs en los promotores de varios genes MT de Tetrahymena 
(Boldrin et al. 2003; Boldrin et al. 2008), aunque ninguno de ellos han sido identificados expe-
rimentalmente. 
Ante la ausencia de MREs canónicos en los promotores de los genes MTs de Tetrahyme-
na, se piensa que la expresión de estos genes esté mediada por otros factores de transcripción 
distintos a MTF- (Dondero et al. 2004; Díaz et al. 2007). La expresión de las proteínas de estrés 
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HSPs en T. thermophila está mediada por factores de transcripción que interaccionan con los 
elementos HSEs y GATA presentes en los promotores de estos genes (Barchetta et al. 2008). 
Dondero et al. (2004) han descrito la existencia de motivos similares a GATA en el promotor de 
TtheMTT1, aunque tampoco han sido confirmados experimentalmente. 
En el nemátodo C. elegans se ha demostrado que la expresión de los dos genes de MTs 
mtl-1 y mtl-2 no está mediada por MREs (Moilanen et al. 999). Tampoco se han encontrado 
genes homólogos a MTF- en el genoma secuenciado de C. elegans (Swain et al. 2004). La ex-
presión constitutiva de los genes mtl-1 y mtl-2 está controlada por el factor ELT-2 (Erythroid-like 
Transcription factor 2) que reconoce los elementos GATA presentes en el promotor de estos 
genes. Sin embargo, para la activación de la transcripción en presencia de metales se requiere 
uno o más factores de transcripción adicionales, que según los autores podrían ser de tipo AP-
 o Sp- (Moilanen et al. 999). 
En el promotor del gen cup1 (Cu-MT) de S. cerevisiae (organismo filogenéticamente 
más relacionado con metazoos que Tetrahymena) tampoco aparecen MREs. En cambio, el pro-
motor de este gen contiene elementos UAS, que son reconocidos por el factor de transcripción 
ACE-, que media la inducción del cup1 en respuesta a Cu y Ag. Tampoco ACE- parece ser 
ortólogo de MTF- (Imbert et al. 990). 
  Actualmente, el conocimiento sobre la regulación de los promotores de genes de Te-
trahymena es muy limitado. Muy pocos promotores han sido analizados experimentalmente 
(Smith et al. 2004; Barchetta et al. 2008), y ninguno de ellos corresponde a promotores de ge-
nes de MTs. Mediante el análisis in silico de la región 5’UTR de TtheMTT5, se identificó la pre-
sencia del motivo conservado MTCM (5’ GTGTGAATCATGAGT 3’) que aparece también en los 
promotores de varios genes MT de distintas especies de Tetrahymena (TpyrMT-1, TtheMTT1 y 
TtheMTT3) (Tabla 34). Puesto que aún no disponemos de las regiones 5’UTR de otros genes MT 
de otras especies de Tetrahymena, desconocemos si presentan o no el motivo MTCM.
Muchas de las copias de este motivo incluyen la secuencia 5´TGANTCA3´ (subrayado 
en el motivo MTCM o sombreado en Tabla 34), similar al sitio de unión del factor de transcrip-
ción AP- (de la familia de factores de transcripción de tipo bZIP) (Karin et al. 997; Shaulian y 
Karin 2002). Por tanto, podría ser que un factor de transcripción similar a AP- participase en 
la regulación de la expresión de las MTs de la subfamilia 7a de Tetrahymena. En S. cerevisiae, un 
factor de transcripción de tipo AP- (YAP-) está implicado en la respuesta a estrés oxidativo 
y resistencia a metales, de manera que mutantes defectivos en el gen que codifica el factor de 
transcripción YAP- son hipersensibles a la presencia de Cd en el medio (Wu et al. 993).
La región 5’UTR de TtheMTT5 contiene una duplicación en tandem de 46 pb (96 % 
de homología entre las dos copias) (Figura 23). Cada duplicación contiene seis y siete copias 
de MTCM respectivamente. La presencia de la duplicación en el promotor de TtheMTT5 (que 
contiene en total trece copias del motivo MTCM) (Tabla 34) podría estar relacionada con el 
mayor nivel de inducción de este gen respecto a TtheMTT1 y TtheMTT3 ante las mismas con-
diciones de estrés (Figura 2). Mediante el análisis de genotecas de expresión de cultivos de T. 
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thermophila expuestos a metales pesados (Cd y As) se ha observado que TtheMTT5 es el gen 
codificante para una Cd-MT que más se expresa, seguido de TtheMTT1 y finalmente TtheMTT3 
(Campos et al. 2007). Según los ensayos de cuantificación de actividad luciferasa de los biosen-
sores construidos en este trabajo (Figura 59), el gen lucFF se expresa a mayores niveles cuando 
se encuentra bajo control del promotor del gen TtheMTT5 que cuando está bajo el control del 
promotor de TtheMTT1 (ver también Figura 63). Curiosamente, el ranking de inducción relati-
va TtheMTT5>>TtheMTT1>TtheMTT3 observado por distintas metodologías (RT-PCRq, análi-
sis de genotecas de expresión o construcciones con diferentes promotores) se corresponde 
con el número de motivos MTCM presentes en el promotor de cada Cd-MT, respectivamente 
(P
MTT5
:3 copias >> P
MTT1
:6 copias > P
MTT3
:2 copias). Esto podría estar indicándonos la importan-
cia del motivo MTCM en la respuesta de las Cd-MTs de T. thermophila a la presencia de meta-
les u otros agentes estresantes.
En la región 5’UTR de TtheMTT5 el motivo MTCM se repite con una periodicidad de 53 
pb, lo que sugiere que se hayan producido duplicaciones en tandem del segmento de 53 pb. 
La secuencia mejor conservada dentro de cada segmento es el motivo MTCM, lo que indica 
que este motivo debe desempeñar alguna función. Cada segmento de 53 pb presenta mayor 
homología con el resto de segmentos localizados en su misma región de 46 pb, que con 
Secuencia MTCM1 Scaffold Posición Gen más próximo Proteína
ATGTGAATCATTAAT 8254373 445472 TtheMTT1 MTT1
TTGTGATTCTTGAAT 8254373 445568 TtheMTT1 MTT1
GATTGACTCATGATT 8254373 445637 TtheMTT1 MTT1
GATTGACTCATGATT 8254373 445654 TtheMTT1 MTT1
ATGTGATTCTTGAAT 8254373 445706 TtheMTT1 MTT1
ACGTGATTCACGATT 8254373 445771 TtheMTT1 MTT1
ATGTGATTCTTGAAT 8254373 447793 TtheMTT3 MTT3
GACTAAATCAAGAGT 8254373 447875 TtheMTT3 MTT3
GTGTGATTCTTGAAT 8254577 37193 TtheMTT5 MTT5
ATGTGATTCATGAGT 8254577 37257 TtheMTT5 MTT5
ATGTGAATCATGAGT 8254577 37286 TtheMTT5 MTT5
GTGTGAATCATGAGT 8254577 37392 TtheMTT5 MTT5
GAGTGAATCATGAGT 8254577 37446 TtheMTT5 MTT5
GTGTGAATCATGAGG 8254577 37498 TtheMTT5 MTT5
GTGTGAATCATGAGT 8254577 37554 TtheMTT5 MTT5
ATGTGATTCATGAGT 8254577 37703 TtheMTT5 MTT5
TAGTCACTCATGAAT 8254577 37708 TtheMTT5 MTT5
GTGTGAATCATGAGT 8254577 37809 TtheMTT5 MTT5
GAGTGAATCATGAGT 8254577 37863 TtheMTT5 MTT5
GTGTGAATCATGAGG 8254577 37912 TtheMTT5 MTT5
GTGTGAATCATGAGT 8254577 37968 TtheMTT5 MTT5
ATGTGATTCTTGAAT 8254379 304703 28.m00251 Hipotética
TTGTGATTCTTGAAT 8254448 69882 165.m00075 Similar a rodopsina 
ATGTGAATCATTAAT 8254487 83242 63.m00169 Hipotética
GATTGACTCATGATT 8254819 1505496 2.m02410 Síntesis de cobalamina 
ATGTGATTCTTGAGC AJ005080 -456 TpyrMT-1 MT-1
AAGTGATTCTTGAGC AJ005080 -389 TpyrMT-1 MT-1
TAGTGATTCCTGAAT AJ005080 -310 TpyrMT-1 MT-1
AAGTGATTCCTGAGT AJ005080 -234 TpyrMT-1 MT-1
AAGTGATTCTTGGAT AJ005080 -160 TpyrMT-1 MT-1
Tabla34.Copias del motivo MTCM encontradas en el genoma macronuclear secuenciado de T. thermophila y en 
la región 5’UTR del gen MT-1 de T. pyriformis (TpyrMT-).  Todas las secuencias de los motivos MTCM se muestran 
en la misma orientación. Se han destacado los nucleótidos TCA y TGA para facilitar la comparación con el sitio de 
unión de un posible factor de transcripción (de tipo bZIP) similar a AP- (TGANTCA).
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los segmentos pertenecientes a la otra región duplicada de 46 pb. Por lo tanto, parece que 
primero tuvieron lugar las sucesivas (ocho) duplicaciones y diversificación del segmento de 
53 pb (cada uno contiene un motivo MTCM), y posteriormente, se produjo la duplicación en 
tandem de la región de 46 pb que comprende los ocho segmentos de 53 pb (Figura 72).
Otros hechos sugieren que este motivo tenga un significado biológico/funcional im-
portante dentro de la región promotora de TtheMTT5 y probablemente en las otras Cd-MTs de 
T. thermophila. En primer lugar, la secuencia del motivo MTCM se conserva en dos especies de 
Tetrahymena relacionadas (T. thermophila y T. pyriformis) (Tabla 34). En segundo lugar, tras ex-
plorar en todo el genoma macronuclear de T. thermophila, este motivo sólo aparece en cuatro 
hipotéticas regiones promotoras de cuatro genes distintos (Tabla 34); dos genes que codifican 
proteínas hipotéticas (no hay los correspondientes ortólogos en bancos de secuencias), un 
gen que codifica para una proteína similar a rodopsina, y otro que codifica una enzima impli-
cada en la biosíntesis de la cobalamina (vitamina B
2
) (Díaz et al. 2007). 
La rodopsina es una proteína transmembrana involucrada en la fototransducción (pig-
mento visual) tanto en mamíferos como en microorganismos (bacterio-rodopsinas). Tiene una 
parte proteica (opsina) y otra no proteica derivada de la vitamina A (-cis-retinal), que actúa 
como cromóforo fotoreactivo. Cuando un fotón incide sobre este sensor externo, el cromóforo 
Figura72.Estructura de la secuencia 5’UTR del gen MTT5 de T. thermophila. Las dos repeticiones en tandem de 46 
pb aparecen separadas por un espacio. El motivo MTCM aparece destacado en gris. Las versiones de MTCM cuya 
secuencia es distinta a la consenso aparecen subrayadas. Las sustituciones de nucleótidos entre las dos duplicacio-
nes de 46 pb aparecen destacadas con un recuadro. El codon de incio ATG aparece subrayado también. En amarillo 
(TGA) y azul (TCA) se indican los nucleótidos comunes al sitio de unión de AP-.
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se isomeriza, lo que conlleva un cambio conformacional de la proteína (opsina), que a su vez 
activa una proteína G asociada (transductor de señal) que conecta con una cascada de segun-
dos mensajeros. La rodopsina pertenece a una superfamilia de receptores de membrana con 
características estructurales muy similares entre ellas que pueden reconocer fotones, cationes 
divalentes, drogas, hormonas y otras diversas moléculas. En el ciliado T. thermophila, esta pro-
teína similar a rodopsina, podría actuar como receptor de luz y de cationes divalentes (como 
el Cd2+), en cualquier caso podría detectar tanto un exceso de luz que puede originar fotooxi-
dación (estrés oxidativo) como la presencia en el medio de Cd2+ u otros cationes tóxicos. La 
proteína G (que une GTP) activa la adenilato ciclasa, que origina AMPc (segundo mensajero) 
a partir de ATP. El AMPc puede activar una proteinquinasa (AMPK) que a su vez puede acti-
var MAPKs (sistema de transducción de señal -por una fosforilación secuencial- que responde 
a diveros agentes estresantes ambientales) (Valko et al. 2005). Dentro de este sistema existe 
la denominada quinasa c-jun N-terminal (JNK), que puede activar el factor de transcripción 
AP (Valko et al. 2005). Un factor de transcripción similar a AP- puede reconocer los motivos 
MTCM de los promotores de los genes codificantes de MTs, la proteína similar a rodopsina y 
la enzima involucrada en la biosíntesis de cobalamina. De este modo se incrementarían los ni-
veles basales de MTs que pueden bloquear la presencia de Cd2+ o minimizar el estrés oxidativo, 
los niveles de la proteína similar a rodopsina (incrementando la recepción celular a estos ele-
mentos), y la enzima involucrada en la biosíntesis de cobalamina. La cobalamina (vitamina B
2
) 
es un complejo hexacoordinado de Co (cobalto), siendo una de las pocas moléculas biológicas 
que presenta este metal de transición. La vitamina B
2
 interviene como cofactor (como la B
6
 o 
la B
9
) en el paso de conversión homocisteína en cisteína (en la ruta biosintética de la Cys), por 
lo que un incremento de este cofactor facilita un incremento en la biosíntesis de Cys, necesaria 
para biosíntesis de MTs (proteínas ricas en Cys). Según esta hipótesis, los tres tipos de genes 
con motivos MTCM en sus promotores podrían estar interconectados con el fin de contra-
rrestar la presencia de cationes tóxicos u otros agentes dañinos para la célula, potenciando la 
presencia de MTs en el citoplasma y la recepción celular a los agentes tóxicos. En la Figura 73 
se muestra un esquema de la hipótesis que proponemos, hipótesis que habrá que dilucidar en 
un próximo futuro. 
En una genoteca de expresión (tras tratamiento con Cd durante 3h) del ciliado T. ther-
mophila realizada en nuestro laboratorio (datos aún no publicados), entre muchos otros genes 
(incluyendo los que codifican las MTs) hemos encontrado MAPKs (serina/treonina quinasas) y 
la enzima cistationa-g-liasa (CgL), enzima implicada en la rotura de la cistationa (originada por 
la condensación de la homocisteina + serina) liberando Cys. Es ésta la enzima que requiere 
como grupo prostético moléculas del grupo de la vitamina B. Estos datos podrían apoyar (al 
menos en parte) el modelo hipotético representado en la Figura 73. 
Parece por tanto que este motivo podría implicar la existencia de un factor de trans-
cripción (o varios) relativamente específico de los genes MT de Tetrahymena (Díaz et al. 2007), 
o relacionado con genes que podrían estar involucrados (junto con las MTs) en la respuesta  a 
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estrés a metales pesados u otros agentes tóxicos.
El factor de transcripción AP- consiste en homodímeros o heterodímeros de proteí-
nas de las subfamilias Jun, Fos, Maf o ATF (Shaulian y Karin 2002), pertenecientes a la familia de 
las proteínas de unión a ADN bZIP (basic region-leucine zipper) (Hurst 995). La característica 
de esta familia de factores de transcripción es la presencia del dominio bZIP en su secuencia 
aminoacídica. Este dominio está formado por una región rica en aminoácidos básicos (región 
básica, RB) seguida de un motivo denominado “cremallera de leucina” (leucine zipper, LZ) com-
puesto por cuatro o más residuos de leucinas que se repiten cada seis aminoácidos (Hurst 
995) (Figura 26). Dos monómeros bZIP dimerizan mediante sus dominios LZ, formando una 
estructura de tipo coiled-coil. El dímero (homo- o heterodímero) presenta entonces la confor-
mación adecuada para unirse al ADN a través de sus regiones básicas (Latchman 2008) (Figura 
27). Aunque los motivos RB y LZ están muy conservados entre las proteínas AP- (y entre el 
resto de factores de transcripción bZIP), su secuencia amino- y carboxilo-terminal son bastante 
divergentes (Reddy y Mossman 2002).
En el genoma macronuclear de T. thermophila aparecen anotados cuatro genes codi-
ficantes para hipotéticos factores de transcripción de la familia bZIP, que hemos denominado 
TthebZIP1, TthebZIP2, TthebZIP3 y TthebZIP4. De acuerdo con el análisis estructural de los moti-
vos típicos bZIP que presentan estas proteínas, tres de ellas son buenos candidatos para reco-
nocer motivos similares al sitio de unión de AP-, y por tanto el motivo MTCM de los promo-
tores de los genes Cd-MTs de T. thermophila (apartado A.5 de R). Las tres proteínas (TthebZIP, 
TthebZIP2 y TthebZIP3) presentan hacia su extremo C-terminal el dominio bZIP, cuya región 
básica tiene varios de los residuos conservados en todas las proteínas de la familia bZIP, inclui-
dos los AP- (secuencia consenso N--AA--[CS]R) (Hurst 995) (Figura 26).
Los genes TthebZIP1, TthebZIP2 y TthebZIP3 incrementan su expresión en respuesta a 
Cd al igual que los genes TtheMTT1, TtheMTT3 y TtheMTT5. Los tres genes bZIP respondieron de 
manera diferente dependiendo de si la exposición al metal era corta (h) o prolongada (24 h) 
(Figura 28). Mientras que la expresión de TthebZIP1 resultó similar tras  ó 24 h de exposición 
a Cd (siempre con niveles superiores a los basales), los genes TthebZIP2 y TthebZIP3 alcanzaron 
mayores niveles de expresión cuando las células eran sometidas a una exposición prolongada 
al metal (24h > h) (Figura 28).
Durante la conjugación de T. thermophila se expresan los tres genes Cd-MTs (Figura 
7, B) como ya se indicó, según los datos de expresión recogidos en la base de datos TGED. 
Igualmente, los tres candidatos TthebZIP seleccionados se expresan durante la conjugación. 
TthebZIP1 tiene un pico de sobreexpresión al inicio de la conjugación (cuando se mezclan las 
cepas conjugantes). TthebZIP2 tiene dos máximos de expresión durante la conjugación; uno a 
las 2h de la mezcla de conjugantes (meiosis micronuclear), y un segundo a las 0h (que coin-
cide con el máximo de TtheMTT3 y es previo a la subida de la expresión de TtheMTT5). Y el gen 
TthebZIP3 tiene un máximo a las 6 h de iniciada la conjugación (formación del zigoto o sinca-
rion), previa a los máximos de los genes Cd-MTs (8-0h) (Figura 7, B), y un segundo máximo de 
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expresión hacia las 2 h (previa al segundo máximo de expresión del gen TtheMTT5). Aunque 
es difícil coordinar los perfiles de expresión de estos genes y asignarles funciones durante la 
conjugación, es curioso detectar que algunos de estos genes se sobreexpresan en períodos o 
fases (la mayoría) previas a los genes Cd-MTs. Estos factores de transcripción han de activarse 
(por procesamiento post-traduccional, como la fosforilación entre otros) para poderse unir al 
promotor, por lo que requieren ser sintetizados y procesados antes de actuar. Estos datos de 
expresión de estos genes durante la conjugación, podrían, igualmente, apoyar la idea de que 
las proteínas TthebZIP podrían ser candidatas para asumir la función de regulación de la ex-
presión (a nivel de promotor) de los genes Cd-MT de este ciliado. 
Los experimentos de tipo EMSA confirmaron que T. thermophila presenta una o varias 
proteínas capaces de interaccionar con el motivo MTCM (Figura 29). Puesto que la unión de 
estas proteínas al motivo MTCM se produce tanto en presencia como ausencia de Zn, estas 
proteínas no deben presentar motivos con dedos de Zn. Según los resultados del southwes-
tern blotting, al menos tres proteínas podrían interaccionar con el motivo MTCM. Las masas 
moleculares obtenidas con esta técnica coinciden (en general) con las inferidas bioinformáti-
camente a partir de la secuencia aminoacídica de los bZIPs candidatos TthebZIP1, TthebZIP2 y 
TthebZIP3 (Tabla 24). 
Aunque por el momento no hemos conseguido purificar la/s proteína/s que interaccio-
nan con el motivo MTCM, parece que una proteína de masa molecular ~ 50 kDa interacciona 
principalmente con este motivo (Figura 3), y podría corresponderse a la proteína que hemos 
denominado TthebZIP2 (58,9 kDa). La identificación de estas proteínas es un paso crucial para 
verificar si alguna de las proteínas candidatas es la que realmente se une a este motivo, y así 
entender mejor cómo es el mecanismo de regulación génica de las Cd-MTs en este ciliado. 
A.10Procesamientoalternativodel tránscritoTtheMTT5.Potencial significado regula-
dor
La existencia de varias moléculas de ADNc del gen TtheMTT5, aisladas de distintas ge-
notecas de expresión, que mantienen o han eliminado el intrón localizado en la región 3’UTR 
(Figura 23), evidencia el primer caso de procesamiento alternativo de intrones en T. thermophi-
la. Este fenómeno no es muy común ni en T. thermophila (Coyne et al. 2008) ni en P. tetraurelia 
(Jaillon et al. 2008). Se piensa que la rareza de este fenómeno en ciliados pueda estar directa-
mente relacionada con el gran número de genes que poseen, 24.725 genes codificantes para 
proteínas estimados en el genoma macronuclear de T. thermophila (Coyne et al. 2008).
Hasta hoy sólo se ha descrito un caso de procesamiento alternativo dentro de la re-
gión codificante de un gen de T. thermophila (Smith et al. 2008), aunque recientemente se han 
detectado nuevos posibles casos (Coyne et al. 2008). Sin embargo, el intrón de TtheMTT5 apa-
rece en la región 3’ UTR, lo que no implica a la región codificante del gen, por tanto se espera 
que el significado biológico de tal procesamiento alternativo en TtheMTT5 sea probablemente 
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regulador. En Euplotes raikovi se ha descrito un caso de procesamiento alternativo que deter-
mina la localización de una feromona que interviene en las etapas previas a la conjugación, 
la cual puede estar anclada a la membrana funcionando como receptor, o puede ser liberada 
al medio como proteína soluble para funcionar como un quimioatrayente (Miceli et al. 992; 
Luporini et al. 2005). 
El análisis comparativo de las secuencias de ADNc o ESTs del gen TtheMTT5 derivadas 
de diferentes genotecas de expresión, junto con resultados obtenidos en nuestro grupo, tanto 
de genotecas de expresión tras exposición a metales pesados (datos aún no publicados) y 
experimentos de RT-PCR llevados a cabo durante la conjugación de T. thermophila (Díaz et al. 
2007), han mostrado la existencia de un procesamiento alternativo del intron 3´UTR de este 
gen Cd-MT (Tabla 35). En dicha tabla comparativa, podemos ver que la mayoría de las ESTs ais-
ladas durante la conjugación mantienen el intrón, mientras que 5 ADNc aislados de genotecas 
de Cd o As lo eliminan, al igual que la mayoría de las ESTs (73 %) de genotecas Cd/Cu (en estas 
genotecas todos las ESTs están mezclados en una única lista, y los autores no diferencian entre 
los que provienen de tratamiento con Cd o aquellos que derivan del tratamiento con Cu). 
El intrón incluye en su secuencia dos hipotéticas señales de degradación de ARNm, con 
lo que el procesamiento del intrón las eliminaría pudiendo influir sobre la vida media del tráns-
crito. Además, el intrón contiene secuencias invertidas complementarias que in silico pueden 
formar horquillas alterando así la estructura secundaria del tránscrito (Figura 24). La localiza-
ción intracelular de ARNm es un mecanismo que permite a las células eucariotas sintetizar las 
proteínas cerca del lugar donde ejercen su función, y generalmente implica al citoesqueleto y 
la presencia de secuencias señal de localización (zip codes) situadas dentro de la región 3’UTR 
del transcrito. Por ejemplo, la localización perinuclear del ARNm de la isoforma MT- de rata 
está determinada por las repeticiones CACC y la estructura secundaria de la región 3’UTR del 
tránscrito (Nury et al. 2005). Se ha demostrado que la eliminación o mutación de estas señales 
altera la localización de los transcritos (Chabanon et al. 2004). 
Condición  
Tratamiento con metales pesados 
+ Cd o Cu + Cd + As 
Conjugación9
Total ESTs genoteca 3176 170 108 16.188 3.301 7.282 
ESTs TtheMTT5 37 (1,16 %)1 4 (2,4 %)1 1 (0,9 %)1 18 (0,11%)1 2(0,06%)1 13(0,18%)1
ESTs TtheMTT5 con intrón 10 (27%)2 0 (0 %)2 0 (0 %)2 3 (17%)2 1(50%)2 2(15%)2
ESTs TtheMTT5 sin intrón 27 (73 %)2 4 (100%)2 1 (100%)2 15 (83%)2 1(50%)2 11(85%)2
Genoteca dbEST216263 GenotecaCd4 GenotecaAs5 dbEST168946 dbEST192657 dbEST216278
Referencia (Garg et al. 2004) (Campos et al. no publicado) (Coyne et al. 2006) (Coyne et al. 2007) (Coyne et al. 2008)
Tabla35. ESTs de TtheMTT5 identificadas en diferentes genotecas de expresión. Se indica qué número de ESTs de 
TtheMTT5 identificadas mantenían o habían eliminado el intrón presente en la región 3’UTR del tránscrito. del 
total de ESTs de la genoteca.  2del total de ESTs de TtheMTT5 de la genoteca. 3Cultivos en fase exponencial de 
crecimiento tratados con CdCl
2
  nM o CuSO
4 
500 nM durante  h. 4Cepa SB969 expuesta a Cd 45 mM durante 
3 ó 24 h. 5Cepa SB969 expuesta a As 00 mM durante  h. 6No hay información disponible sobre las condiciones 
experimentales de esta genoteca, salvo que son células de T. thermophila en conjugación. 7Cepas CU428 y B2086, 
células recogidas 3-6-0 h después de combinar ambas cepas. 8Genoteca de ADNc sintetizado a partir de ARN 
asilado de las cepas CU427 y CU428, las células fueron recogidas 3-6-9 y 2 h después de combinar ambas cepas. 
9La existencia de moléculas de ARNm de TtheMTT5 que mantienen o han eliminado el intrón ha sido también de-
mostrada experimentalmente a partir de células conjugantes de las cepas SB969 y SB20, a las 3-5 y 0 h de inicio 
de la conjugación (Díaz et al. 2007).
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Aunque desconocemos actualmente el significado de la eliminación o no del intrón 
3´UTR del ARNm TtheMTT5, podemos decir que este procesamiento diferencial podría signi-
ficar tanto un mecanismo de regulación de su localización intracelular, como afectar a la vida 
media de los transcritos TtheMTT5, y por lo tanto afectar a la cantidad total de proteína obte-
nida.
A.11Localizaciónsubcelularde lasproteínasMTT1yMTT5deT.thermophila:Estudio
invivoyultraestructuraldecepasquesobreexpresanMTsycepascontrolbajoelestrés
causadoporCd
 La finalidad del estudio ultraestructural por microscopía electrónica de transmisión 
era la posible localización de estructuras en donde se acumularan complejos metal-MT, de-
tectables por su mayor osmiofilia. Los resultados de este análisis han mostrado que las células 
expuestas al metal (Cd) durante 2 horas presentaron una mayor y significativa vacuolización 
del citoplasma respecto al cultivo control no tratado (Figura 33, A y B). En algunos casos varias 
vacuolas se fusionan produciendo una gran vacuola que ocupa casi todo el citoplasma. La 
vacuolización del citoplasma parece ser un fenómeno común en células expuestas a metales 
pesados. Los metales inducen la generación de ROS en la célula que afectan a la integridad de 
la membrana, alterando su permeabilidad y el equilibrio osmótico celular (Valko et al. 2005). 
La vacuolización del citoplasma inducida por metales se ha observado también en microalgas 
(Visviki y Rachlin 994; Nassiri et al. 997) y en diversas especies de ciliados incluido el género 
Tetrahymena (Dunlop y Chapman 98; Pyne et al. 983; Coppellotti 994; Piccinni y Alber-
goni 996; Martín-González et al. 2006). Por el contrario, este fenómeno de vacuolización no 
se observó en la cepa GFPMTT5, incluso tras la exposición a una mayor concentración de Cd, 
o un tratamiento más prolongado (24h). La ausencia de vacuolización inducida por el Cd en 
esta cepa se debe a su mayor resistencia a la presencia del metal, como se ha visto en otros 
apartados de este trabajo. La cepa GFPMTT5 sobreexpresa la proteína de fusión GFP::MTT5, 
por lo que la cantidad total de TtheMTT5 es considerablemente superior y, por lo tanto, puede 
inmovilizar mayor cantidad de iones Cd2+, disminuyendo el efecto citotóxico de esa concen-
tración de Cd. 
Junto a un gran número de vacuolas, el citoplasma de la cepa SB969 (tratada con 
Cd) presenta un gran número de estructuras membranosas (Figura 34). Estructuras similares 
han sido descritas en varias especies de microalgas (Visviki y Rachlin 994; Nassiri et al. 997) 
y ciliados (Martín-González et al. 2005) expuestos a diferentes metales. En T. pyriformis se ha 
observado un fenómeno similar en células que han sido expuestas a sales de oro o bismuto 
(Nilsson 996; Nilsson 997). En algunos casos, se ha descrito la existencia de estas estructuras 
membranosas en el interior de vacuolas que contienen además depósitos irregulares de mate-
rial osmiófilo, que podrían ser acúmulos de metal pesado inmovilizado (Nilsson 996; Nilsson 
997; Martín-González et al. 2005). Sin embargo, en ambas cepas de T. thermophila (SB969 y 
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GFPMTT5 expuestas a Cd) no se observó acumulación de material altamente osmiófilo en el 
interior de compartimentos celulares o en el citoplasma de ambos tipos de cepas. 
De los resultados obtenidos por microscopía electrónica se infiere que al menos en T. 
thermophila el Cd no se acumula en vacuolas en las condiciones experimentales ensayadas 
(exposición durante 2 ó 24 horas con 0,9 µM de Cd en tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8). Estos 
resultados coinciden con el hecho de que las proteínas de fusión GFP::MTT y GFP::MTT5 se 
localizan por todo el citoplasma de la célula, incluso tras 24 horas de exposición al metal (Fi-
gura 32). 
Las proteínas TtheMTT y TtheMTT5 fusionadas a GFP continúan siendo funcionales, 
como se demuestra por el aumento de resistencia a Cd de la cepa GFPMTT5 (apartado C.2 de 
R), por lo que parece que la GFP no debe afectar al correcto plegamiento y función de Tthe-
MTT y TtheMTT5. Por tanto, la localización de las proteínas de fusión GFP::MTT y GFP::MTT5 
debería ser similar a la de las proteínas nativas TtheMTT y TtheMTT5. Por otro lado, debido a 
los altos niveles de expresión de las proteínas de fusión GFP::MTT o GFP::MTT5, esta mayor 
cantidad de MTs en el citoplasma podría enmascarar la posible localización o acumulación de 
los complejos metal-MTs, pero esto no parece que sea así por los resultados observados por 
microscopía electrónica. Un estudio adicional, que podría confirmar o no estas observaciones, 
podría llevarse a cabo con anticuerpos frente a cada tipo de Cd-MT. 
B.ESTUDIODELAPSEUDOFITOQUELATÍNSINTASADETetrahymena
thermophila
B.1ElgenTtYPCScodificaparaunaputativapseudofitoquelatínsintasaenT.thermophi-
la,cuyaexpresiónseinduceúnicamenteenrespuestaaCd
El principal mecanismo de detoxificación de metales en ciliados es la bioacumulación 
(Gutiérrez et al. 2008). Aunque el papel de las MTs como principales moléculas implicadas en 
este proceso ha sido estudiado en Tetrahymena desde hace dos décadas (incluyendo este tra-
bajo), hasta ahora no se ha determinado la posible participación de otras moléculas quela-
doras de metal en este ciliado. Es por ello que nos propusimos analizar la existencia de fito-
quelatinas (FQs) en T. thermophila, tras detectar en su genoma macronuclear la presencia de 
un gen codificante para una putativa fitoquelatín sintasa (FQS), y su posible implicación en la 
detoxificación de metales en este microorganismo eucariota. 
 Desde que a principios de este siglo se identificasen los primeros genes FQS en plan-
tas (AtPCS1, TaPCS) (Clemens et al. 999; Ha et al. 999; Vatamaniuk et al. 999) y otros organis-
mos (SpPCS y CePCS) (Ha et al. 999; Clemens et al. 200), se han encontrado genes homólogos 
a FQS en organismos pertenecientes a todos los “reinos” eucariotas, poniéndose de manifiesto 
que la distribución de los genes FQS es realmente más amplia de lo que en un principio se 
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pensaba (Tabla 3). Incluso, en algunas cianobacterias y proteobacterias se ha descrito la exis-
tencia de proteínas con un dominio N-terminal similar al de las FQSs eucariotas, pero incapa-
ces de sintetizar fitoquelatinas (Harada et al. 2004; Clemens 2006). 
Dentro de los microorganismos eucariotas, se han descrito genes FQS en diatomeas 
(Bacillariophyta), oomicetos (Phytophthora sojae, P. infestans), hongos (Neurospora crassa), le-
vaduras (S. pombe y S. japonicus), protozoos coanoflagelados (Monosiga brevicollis) y el hongo 
mucoso Dictyostelium discoideum. Sin embargo, hasta ahora sólo se ha demostrado que las 
enzimas FQS de S. pombe (SpPCS) y D. discoideum (DdPCS) son capaces de sintetizar fitoque-
latinas (Clemens et al. 999; Ha et al. 999; Cobbett y Goldsbrough 2002). Recientemente se 
ha demostrado que en S. cerevisiae las FQs son sintetizadas por dos serín-carboxipeptidasas 
vacuolares (Wunschmann et al. 2007). Sin embargo, aunque se han detectado FQs en N. crassa 
(Kneer et al. 992), Euglena gracilis (Aviles et al. 2005) y en diversas especies de diatomeas (Sca-
rano y Morelli 2002), aún no se conoce cómo son sintetizadas en estos microorganismos.
Ésta es la primera vez que se describe un gen codificante de una putativa fitoquelatín 
sintasa en protozoos ciliados. La proteína codificada por el gen TtYPCS, presenta varias carac-
terísticas que avalan su denominación como fitoquelatín sintasa:
a) La masa molecular inferida de la proteína TtYPCS (52,4 kDa) se encuentra dentro 
del rango de 45-55 kDa que presentan las FQSs eucariotas descritas (Cobbett y Goldsbrough 
2002). 
b) Un cierto nivel de conservación de su dominio N-terminal (42-58 % de identidad) 
con el de otras FQSs, una de las características típicas de las FQS conocidas eucariotas (Cle-
mens 2006). 
c) La presencia en el dominio N-terminal de TtYPCS de los tres residuos (Cys72, H98 y 
D26 equivalentes a Cys56, H62 y D80 de AtPCS) que conforman la triada catalítica de las enzi-
mas FQS (Rea et al. 2004), que además mantienen una posición conservada con el resto de 
secuencias FQS (Figura 4).
d) Según la estructura 3D inferida de la secuencia aminoacídica de TtYPCS (datos no 
mostrados) esta proteína se identifica como una enzima perteneciente a la familia de las FQS 
o la superfamilia de las cisteín-proteinasas (00 % precisión estimada y una probabilidad de 
que la estructura inferida se deba al azar de 3x0-28 (valor E). 
e) La organización intrón/exón es similar a la de AtPCS1. Aunque los sitios donado-
res y aceptores del procesamiento de los intrones de TtYPCS no se ajustan a las secuencias 
consenso de eucariotas (GT-AG), los intrones son eliminados tras la transcripción, como se ha 
comprobado mediante el alineamiento de la secuencia genómica y el ADNc correspondiente 
de TtYPCS (datos no mostrados). Curiosamente, estos tres intrones están localizados en una 
posición similar a los de AtPCS1, pero presentan una localización diferente a los de la otra pu-
tativa FQS de ciliado (P. tetraurelia) (PtPCS) encontrada en su genoma (Figura 4). 
 Sin embargo, a pesar de todas estas similitudes existen importantes diferencias entre 
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la secuencia aminoacídica de TtYPCS y las FQSs eucariotas conocidas. Por ejemplo, la región 
N-terminal de TtYPCS sólo presenta una (Cys72) de las cinco Cys conservadas en todas las FQS 
que sintetizan FQs (Figura 4). Se ha demostrado que estas cinco Cys juegan un importan-
te papel en la activación de la enzima mediante la interacción con iones metálicos. Maier et 
al.  (2003) propusieron que la activación de la enzima por Cd2+ implicaría la interacción de 
los iones Cd2+ con los sitios de activación presentes en el dominio N-terminal, que incluyen a 
estas cinco Cys conservadas. Además, se conocen otros posibles sitios de unión de Cd2+ en el 
dominio C-terminal que no son esenciales para la actividad, pero que estarían implicados en 
la estabilidad de la enzima, una mayor actividad y posibilidad de interacción con diferentes 
iones metálicos (Ruotolo et al. 2004; Romanyuk et al. 2006). De las cinco Cys conservadas, se 
ha demostrado que sólo una (Cys56 en AtPCS) es indispensable para la síntesis de FQs (Rea et 
al. 2004; Tsuji et al. 2005). A pesar de ello, aunque TtYPCS mantiene la Cys esencial (Figura 4), 
el hecho de que sólo presente una de las 5 Cys conservadas, podría ser una de las razones por 
las que no sea capaz de sintetizar fitoquelatinas, al igual que sucede en las FQS procariotas 
(Harada et al. 2004). 
Como sucede con las FQS procariotas (con < % Cys), el contenido total de la proteína 
TtYPCS en residuos de Cys (~ 2%) es inferior al de las FQS del resto de eucariotas (3-4 % Cys), 
debido a que el dominio C-terminal de TtYPCS es muy pobre en Cys. Algo similar ocurre en la 
putativa FQS encontrada en el genoma macronuclear de P. tetraurelia (PtPCS). Mientras que el 
dominio C-terminal de las FQSs eucariotas descritas es rico en Cys (7-4 Cys), las putativas FQSs 
de ciliados presentan tan sólo 3 (TtYPCS) y 2 (PtPCS) residuos de Cys en su dominio C-terminal 
(Figura 4). Aunque el dominio C-terminal no es esencial para la síntesis de FQs (Ruotolo et al. 
2004), este dominio regula la actividad de la enzima, aumentándola, ya que promueve la unión 
de metales a la enzima y los pone en contacto con el domino catalítico N-terminal. Reciente-
mente Vestergaard et al. (2008) han comprobado que la eliminación de varios residuos de Cys 
del dominio C-terminal disminuye el número de iones (Cd2+) que interaccionan con la enzima. 
Estas Cys presentan grupos –SH libres, y la actividad catalítica de la enzima es directamente 
proporcional al número de grupos tiólicos presentes en la misma (Vestergaard et al. 2008). Se 
ha comprobado que otros metales además del Cd2+ también pueden activar las FQSs LjPCS y 
LjPCS3, que son activadas de forma distinta por diferentes iones metálicos (Ramos et al. 2008). 
Según estos autores, las diferencias en los dominios C-terminal de estas dos FQSs son las res-
ponsables de sus distintos niveles de activación por metales. 
El análisis mediante RT-PCR cuantitativa ha mostrado que el gen TtYPCS se sobreex-
presa casi exclusivamente por una exposición corta a Cd (Figura 43). La expresión de los genes 
FQS tan sólo ha sido estudiada en algunas especies de plantas superiores (Arabidopsis thalia-
na, Triticum aestivum, Brassica juncea, Allium sativum y Lottus japonicus) y en el anélido Eisenia 
fetida (Clemens et al. 999; Ha et al. 999; Lee y Korban 2002; Heiss et al. 2003; Zhang et al. 2005; 
Ramos et al. 2008). En plantas la información es limitada y a veces contradictoria. Algunos au-
tores afirman que AtPCS1 y AtPCS2 se expresan constitutivamente y no están regulados trans-
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cripcionalmente por Cd (Ha et al. 999; Cazale y Clemens 200), mientras que otros autores 
en cambio sugieren que existe una regulación transcripcional pero no postranscripcional de 
AtPCS1 en respuesta a Cd (Lee y Korban 2002). Según Heiss et al. (2003), la expresión de genes 
FQS puede variar con el órgano y la especie de planta, ya que los niveles de la FQS de B. juncea 
(BjPCS) aumentan en hojas pero no en raíces, tras una exposición prolongada a Cd. 
Un estudio realizado en A. sativum, empleando RT-PCR semi-cuantitativa, mostró que 
la expresión del gen FQS podría estar controlada a nivel transcripcional, tras exposición de la 
planta a metales, especialmente Cd (Zhang et al. 2005). En L. japonicus, se han encontrado tres 
tránscritos FQSs distintos (LjPCS1, LjPCS2 y LjPCS3), cuya expresión es inducida tras una exposi-
ción corta (3-6 h) a Cd, y decae hasta los niveles basales tras una exposición prolongada (>24 h) 
(Ramos et al. 2007). Parece por tanto que, dependiendo del organismo, la expresión de genes 
FQS puede estar regulada a nivel transcripcional y/o postranscripcional. 
En Eisenia fetida (Brulle et al. 2008) se ha propuesto que la FQS esté implicada en de-
toxificación de bajas concentraciones de metales, mientras que las MTs actuarían frente a nive-
les más altos o más persistentes de metales. Resultados similares han sido mostrados para FQS 
y MTs de Avicennia germinans expuesta a Cd o Cu (González-Mendoza et al. 2007). 
La expresión del gen TtYPCS tras  h de exposición a Cd fue significativamente supe-
rior que la observada tras una exposición larga a Cd (24 h) (Figura 43). Al contrario de lo que 
se observa para los genes Cd-MTs de T. thermophila, que presentan unos niveles de expresión 
similares ya sea tras una exposición corta o larga de Cd (apartado A.4 de R) (Díaz et al. 2007). 
Además, incluso tras una exposición corta a Cd, los niveles de expresión del tránscrito TtYPCS 
son inferiores a los de los genes TtheMTT1 y TtheMTT5, por lo que parece que el gen TtYPCS 
jugaría un papel minoritario respecto a las Cd-MTs en la detoxificación de Cd en T. thermophila, 
si ésta es la función que podría supuestamente desempeñar. 
B.2LaenzimaTtYPCSpareceestarimplicadaenelcatabolismodelGSHenlugardela
biosíntesisdefitoquelatinas
 Aunque el gen TtYPCS se sobreexpresa en presencia de Cd, la ausencia de FQs en T. 
thermophila, en cultivos expuestos o no al metal, cuestiona la identidad de esta enzima como 
una verdadera g-glutamil-cisteinil-transpeptidasa o fitoquelatín sintasa (FQS).
El análisis por MS-HPLC de los extractos de células de T. thermophila tratadas con Cd 
(Figura 46) mostró la existencia de dos picos identificados como derivados de GSH sin Glu 
(Cys-Gly) y GSH sin Gly (gGlu-Cys), junto con unos niveles de GSH superiores a los de células no 
expuestas al metal. Los mayores niveles de GSH en células expuestas a Cd respecto del con-
trol (no tratado) han sido demostrados mediante el análisis por HPLC de extractos celulares 
de T. thermophila (Figura 45). Los resultados del análisis MS-HPLC (Figura 46) parecen mostrar 
que, en cuanto al metabolismo del GSH en T. thermophila sometidas a estrés por Cd, más que 
la biosíntesis de FQs (las cuales no se han detectado por ninguno de los diferentes métodos 
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utilizados) tenga lugar la hidrólisis de GSH. La hidrólisis del GSH es la única actividad demos-
trada de la FQS procariota (NsPCS) de Nostoc sp. (Harada et al. 2004), aunque solamente in vitro 
presenta una muy débil actividad fitoquelatín-sintasa (Tsuji et al. 2004). Además, una actividad 
carboxipeptidasa sobre los conjugados de GSH, dependiente de Cd, ha sido detectada en las 
enzimas AtPCS y ScPCS (Beck et al. 2003; Blum et al. 2007)
Según Blue et al. (2007), esta actividad hidrolítica es la función más antigua de la FQS, 
residiendo exclusivamente en el domino N-terminal de la enzima, mientras que el dominio 
C-terminal fue adquirido más tarde en la evolución, proporcionando capacidad reguladora y 
contribuyendo a la resistencia celular frente a metales. El dominio C-terminal no está presente 
en la NsPCS, ni en ninguna de las FQSs procariotas, y aunque sí está presente en TtYPCS, su 
contenido en residuos de Cys es aproximadamente 3 veces menor que el de las FQSs estándar 
(Figura 4, Tabla 25). 
El mecanismo catalítico de síntesis de fitoquelatinas por la FQS es un mecanismo de 
sustitución enzimática, la enzima presenta dos sitios de unión y acilación de los sustratos (Va-
tamaniuk et al. 2000). La Cys56 del centro catalítico representa el primer sitio de acilación, mien-
tras que el segundo sitio probablemente se localiza en el dominio C-terminal (Clemens 2006; 
Rea 2006). En primer lugar el GSH donador se une a la Cys56, formándose el intermediario gGlu-
Cys acil-enzima y se libera la Gly del GSH. Estos dos pasos son independientes de la presencia 
de metal en el medio (Figura 4). En presencia de Cd2+ (u otro metal), se da también la unión de 
la molécula aceptora (GSH o FQn) al segundo sitio de acilación de la enzima (Rea et al. 2004). Se 
produce entonces el ataque nuceofílico de la molécula aceptora sobre el intermediario gGlu-
Cys acil-enzima, resultando así la reacción de transpeptidación que comporta la síntesis de 
fitoquelatinas (FQ
2
 o FQ
n+
). En el caso de procariotas (NsPCS), la molécula aceptora es una 
molécula de H
2
O, por lo que el resultado final es la hidrólisis del GSH en gGlu-Cys + Gly. 
Una de las posibles razones de la incapacidad de TtYPCS para sintetizar FQs podría 
ser el escaso contenido en residuos de Cys de su dominio C-terminal, así el sitio de unión/se-
gundo sitio de acilación de la molécula aceptora podría no estar presente, al igual que sucede 
en NsPCS. Puesto que el dominio N-terminal aislado de AtPCS es suficiente para la catálisis y 
síntesis de FQs (Ruotolo et al. 2004), deben existir además características únicas en este domi-
nio que no aparecen en los dominios N-terminal de TtYPCS y NsPCS. Otros autores (Vivares 
et al. 2005) han propuesto que la incapacidad de NsPCS de sintetizar FQs podría deberse a la 
orientación de regiones específicas de la proteína, y determinados residuos cercanos al centro 
activo. 
Estas observaciones, junto con la ausencia de FQs detectables en extractos celulares 
de T. thermophila expuestas a Cd, sugiere que al igual que ocurre con NsPCS, TtYPCS sea una 
FQS sin capacidad se sintetizar FQs, e implicada en otros procesos de conversión del GSH, in-
cluyendo quizás la degradación del GSH o de conjugados de GSH. En plantas y animales la 
primera etapa en la degradación de los conjugados de GSH implica la actuación de una g-glu-
tamiltransferasa (g-GT) (Figura 74). La detección de derivados de GSH (Gys-Gly, gGlu-Cys) en 
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extractos celulares de T. thermophila tratadas con Cd (Figura 46), sugiere que TtYPCS podría 
presentar una actividad g-GT sobre el GSH. En el genoma macronuclear de T. thermophila y P. 
tetraurelia no aparecen genes homólogos a g-GT, por lo que se podría pensar que en ciliados, 
una actividad similar a g-GT podría estar desempeñada por las enzimas TtYPCS y PtPCS res-
pectivamente, y suponiendo que la PtPCS de P. tetraurelia tampoco sintetice FQs. 
Dada la incapacidad de sintetinzar FQs por TtYPCS de T. thermophila, parece que el 
mecanismo de bioacumulación de metales lo lleven a cabo únicamente las metalotioneínas 
de este ciliado. Por otro lado, la ausencia de FQs (y la falta de capacidad biosintética de FOs por 
TtYPCS) junto con su posición en el árbol filogenético de las FQSs (Figura 42), sugiere que las 
pseudofitoquelatín sintasas de ciliados (TtYPCS y probablemente PtPCS) podrían representar 
una forma intermedia entre las FQS primitivas de procariotas y las FQS de eucariotas superio-
res. Futuros análisis bioquímicos y/o enzimáticos de TtYPCS o PtPCS podrían ayudar a resolver 
algunas cuestiones importantes aún sin respuesta, como la verdadera función de estas enzi-
mas en ciliados y su significado. 
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Figura74. Representación esquemática del metabolismo celular del GSH en distintos organismos.gECS: g-glutamil 
cisteinil sintasa, GS: glutation sintasa, GST: glutation-S-transferasa, FQS: fitoquelatín sintasa, gGT,g-glutamil transpep-
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C.TetrahymenaCOMOBIOSENSORCELULARDEMETALESPESADOS
C.1LospromotoresdeTtheMTT1 yTtheMTT5 comoherramientasmolecularespara la
construccióndebiosensorescelularesdemetalespesados
La contaminación por metales constituye uno de los problemas ambientales actuales 
más importantes. Incluso a bajas concentraciones los metales representan una seria amenaza 
para la salud humana y el ecosistema, ya que estos contaminantes inorgánicos no son bio-
degradables y experimentan un proceso de bioacumulación a lo largo de la cadena trófica 
(Seebaugh et al. 2005; Gutiérrez et al. 2008).
Demostrada la ausencia de fitoquelatinas en T. thermophila (apartado anterior), el prin-
cipal mecanismo de resistencia a metales presente en este ciliado implica la inmovilización 
de los iones metálicos en el citoplasma por metalotioneínas y/o probablemente GSH, ya que 
ambas moléculas experimentan una rápida biosíntesis inducida en respuesta a la presencia de 
metales y otras condiciones de estrés ambiental (Dondero et al. 2004; Díaz et al. 2007). Diferen-
tes estudios han demostrado que en Tetrahymena, como en otros organismos, la transcripción 
de los genes MT se incrementa considerablemente tras la exposición de la célula a distintos 
metales pesados (Dondero et al. 2004; Fu y Miao 2006; Díaz et al. 2007; Santovito et al. 2007; 
Amaro et al. 2008; Guo et al. 2008)(apartado A4 de R).
La inducción de la expresión de genes MT es un buen bioindicador de la posible exis-
tencia de contaminación ambiental por metales (Newman y Unger 2003). La inducción de la 
síntesis de MTs por metales se ha comprobado en una gran multitud de organismos distintos, 
demostrando el potencial de las MTs como biomarcadores de contaminación. (Dallinger et 
al. 2000; Amiard et al. 2006). De hecho, las MTs forman parte del conjunto de biomarcadores 
reconocidos por la Unión Europea empleados en los programas de evaluación y seguimiento 
ambiental (BEQUALM) (Mathiessen 2000). Estas proteínas, además, son adecuadas para la cons-
trucción de biosensores moleculares para metales, ya hay algunos biosensores desarrollados 
basados en MTs (Corbisier et al. 999). Las MTs de ciliados, dado su mayor tamaño y número de 
Cys, representan excelentes candidatos para la construcción de biosensores moleculares para 
metales pesados (Gutiérrez et al. 2006).
Se han empleado diversas metodologías para monitorizar MTs en humanos (Ganguly 
et al. 996). Sin embargo, una excelente alternativa (más rápida y económica) a la detección 
de transcritos o proteínas MT es el empleo de organismos transgénicos en los que se ha fu-
sionado un gen reportero fácilmente detectable al promotor de un gen MT que responde a la 
presencia del metal. Este es el principio que sigue la mayoría de los biosensores celulares para 
metales pesados, acloplar un gen reportero al promotor de un gen que se sabe es inducible 
por la presencia de metal (Magrisso et al. 2008). 
En los últimos años los promotores de los genes MTs de Tetrahymena TtheMTT1 o Tthe-
MTT2 se han revelado como excelentes herramientas biotecnológicas para la expresión hete-
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róloga de proteínas en este ciliado, dada su rápida respuesta y elevado nivel de expresión a 
la presencia de bajas concentraciones de metal (Shang et al. 2002; Boldrin et al. 2008). Como 
ya se ha comprobado en este trabajo (apartado A.4. de R), el promotor del gen TtheMTT5 es 
“más fuerte” que el de TtheMTT1, previamente caracterizado como un promotor rápido y fuer-
temente inducible por la presencia de Cd (Shang et al. 2002). Por ello, aprovechando la gran 
capacidad de respuesta de los promotores de MTT1 y MTT5 de T. thermophila (inferida a partir 
del estudio comparativo de expresión de TtheMTT1 y TtheMTT5, apartado A.4. de R), hemos 
construido dos tipos de biosensores celulares empleando distintos genes reporteros (gfp y 
lucFF) bajo el control de estos promotores.
C.2VentajasdelosbiosensoresMTT1LucyMTT5LucsobreelbiosensorGFPMTT5
El uso de gfp como gen reportero tiene la ventaja de que la señal puede ser detectada 
in vivo y directamente, sin necesidad de añadir enzimas o sustratos exógenos, cofactores o ATP. 
Éste fue el gen elegido para la construcción de las cepas GFPMTT y GFPMTT5 que expresan la 
proteína GFP bajo el control del promotor de TtheMTT1. Además, el ORF de la proteína GFP se 
fusionó al ORF de TtheMTT1 o TtheMTT5, para que el biosensor presentase mayor resistencia al 
metal, y fuese por tanto capaz de trabajar en un rango más amplio de concentración. 
Tras la exposición de cualquiera de las dos cepas al Cd, la fluorescencia emitida en res-
puesta al metal es fácilmente detectable mediante microscopía de fluorescencia (Figura 48), 
lo que hace que el bioensayo sea relativamente sencillo. Además, la señal de fluorescencia de 
los biosensores puede ser cuantificada mediante citometría de flujo, que permite evaluar de 
forma simultánea la mortalidad/viabilidad del biosensor, añadiendo yoduro de propidio. Las 
cepas GFPMTT y GFPMTT5 tienen el mismo elemento sensor (P
MTT1
), únicamente se diferen-
cian en el tipo de MT fusionada a la GFP (TtheMTT o TtheMTT5). Por ello sólo se cuantificó la 
respuesta de la cepa GFPMTT5 frente a distintas concentraciones de Cd mediante citometría 
de flujo (Figura 49). 
Las construcciones reporteras presentan un cierto nivel de expresión basal (Figura 49), 
puesto que como se ha comprobado los genes MT de Tetrahymena presentan cierto grado de 
expresión constitutiva (Díaz et al. 2007). Cuando el biosensor GFPMTT5 era expuesto a 8,90 
x 0-8 M de Cd, en alguna de las repeticiones del experimento la fluorescencia no era signi-
ficativamente distinta a la basal. Para concentraciones de Cd superiores, la fluorescencia del 
biosensor era significativamente muy superior a la expresión basal, por consiguiente se esta-
bleció que el biosensor GFPMTT5 puede detectar la presencia de metal (referido al Cd) hasta 
una concentración mínima de 4,45 x 0-7 M (Figura 49, A), siendo este el límite de sensibilidad 
menor para este metal.
 La cepa GFPMTT5 representa un buen sistema para la detección de Cd, ya que incluso 
concentraciones del metal del rango de 4,45 x 0-7 – 2,67 x 0-6 M, que no tienen un efecto in-
hibitorio sobre el crecimiento y sobre la viabilidad celular, provocan un aumento significativo 
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de la expresión de la construcción GFP::MTT5. Además, puesto que esta cepa presenta una 
considerable mayor resistencia al Cd (CL
50
>5 µM) que la cepa salvaje SB969 (CL
50
= ,73 µM) 
(Gallego et al. 2007), como biosensor es capaz de detectar la presencia de Cd incluso a unas 
concentraciones que son letales para la cepa salvaje. 
Sin embargo el biosensor GFPMTT5 tiene ciertos inconvenientes. Por ejemplo, esta 
cepa no es estable a lo largo del tiempo, ya que la construcción pVGF.MTT5 no está integrada 
en el genoma macronuclear del ciliado, sino que es un plásmido en alto número de copias. Y 
aunque el número de copias es originalmente elevado, y se mantenga la presión selectiva con 
la droga paromomicina, con el tiempo se puede perder el plásmido. Por el contrario, los bio-
sensores MTTLuc y MTT5Luc son cepas estables a lo largo del tiempo, ya que la construcción 
reportera (P
MTT1
::lucFF ó P
MTT5
::lucFF) está integrada en el locus btu1-1 del genoma macronuclear 
(Figura 55). 
Además de que la cepa GFPMTT5 puede perder la construcción reportera a lo largo 
del tiempo, este biosensor presenta otras desventajas respecto a los biosensores MTTLuc y 
MTT5Luc. La proteína GFP requiere un proceso de maduración para ser fluorescente, en el que 
tiene lugar una serie de reacciones autocatalíticas (Tsien 998), por ello el tiempo mínimo de 
exposición del biosensor a la muestra debe ser de 2 horas. En cambio, la respuesta quimiolu-
miniscente de las cepas MTTLuc y MTT5Luc se puede detectar tras sólo  hora de exposición 
al metal (Figura 57). Y la ventaja más importante es que los biosensores MTTLuc y MTT5Luc 
presentan una mayor sensibilidad en el nivel de detección de Cd (5-25 nM Cd) que aquella 
presentada por GFPMTT5 (445 nM Cd), pudiendo así detectar una concentración de Cd aproxi-
madamente 8 veces inferior a la mínima detectable por GFPMTT5. Numerosos trabajos han 
confirmado que los biosensores celulares basados en bioluminiscencia son más sensibles que 
aquellos basados en GFP (Hakkila et al. 2002; Stocker et al. 2003; van der Meer et al. 2004). No 
obstante, Kohlmeier et al. (2007) comprobaron que, empleando un sistema LIF-CS (espectros-
copía confocal de fluorescencia inducida por láser) para cuantificar fluorescencia, su biosen-
sor bacteriano basado en GFP presentaba una sensibilidad similar a la de los que emplean el 
gen luxFF como gen reportero (Kohlmeier et al. 2007). Por lo tanto, parece que, al menos en 
nuestro caso, el bioensayo empleando los biosensores MTTLuc y MTT5Luc presenta mayor 
sensibilidad y menor coste económico que empleando los biosensores GFPMTT o GFPMTT5. 
Aunque MTTLuc/MTT5Luc requieran la adición del sustrato de la luciferasa (D-luciferina), la 
cuantificación de la señal fluorescente de GFPMTT/GFPMTT5, aunque con una sensibilidad 
aceptable, requiere metodologías (microscopio de fluorescencia, citometría de flujo o LIF-CS) 
indudablemente más costosas que un simple luminómetro.
Sin embargo, no hay que olvidar que aunque el biosensor GFPMTT5 mostró menos 
sensibilidad al Cd que MTTLuc/MTT5Luc, presenta una mayor resistencia al metal. GFPMTT5 
puede detectar la presencia de Cd, incluso a concentraciones letales para la cepa salvaje o los 
biosensores MTTLuc/MTT5Luc. De modo que mientras la cepa salvaje SB969 y las recombi-
nantes MTTLuc y MTT5Luc mueren cuando son expuestas durante 2 horas a concentracio-
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nes de Cd superiores a 5 µM, la cepa GFPMTT5 presenta una mortalidad del 50 % incluso a 
concentraciones superiores a 0 µM de Cd (Figura 49, A). Quizás el biosensor GFPMTT5 podría 
utilizarse de forma complementaria a MTTLuc/MTT5Luc cuando se contemple la posibilidad 
de que la muestra contenga elevadas concentraciónes de metales.
Los defensores de la GFP como molécula reportera argumentan que dado que no es 
una enzima, no altera el metabolismo celular del biosensor. Aunque la luciferasa sí que es una 
enzima, sólo participa en el metabolismo celular cuando se adiciona su sustrato (D-luciferina). 
Por tanto, hasta que se añade la D-luciferina, la luciferasa no interviene en el metabolismo de la 
célula, y por tanto su situación es similar a la GFP (Tauriainen et al. 999). Además, la GFP es una 
proteína muy estable y se acumula dentro de las células, lo que representa un inconveniente 
para estudios de cinética de expresión (Andersen et al. 998).
Aunque los biosensores GFPMTT/GFPMTT5 han sido útiles en la investigación básica 
sobre las MTs y podrían, igualmente, ser utilizados como biosensores celulares para metales, 
debido a las ventajas que presentan los biosensores MTTLuc/MTT5Luc se eligieron éstos para 
su utilización en numerosos bioensayos, tanto con muestras artificiales como muestras natura-
les, y su validación como sistemas de detección rápida de metales pesados. 
C.3CaracterizacióndelarespuestadelosbiosensoresMTT1LucyMTT5Luc
C.3.1Optimizacióndelascondicionesdelbioensayoturnon
Además de las características genéticas del propio biosensor celular, existen varios fac-
tores que pueden afectar a la expresión de la molécula reportera. Los más importantes son el 
medio y el tiempo de exposición a la muestra, la fase de crecimiento, y el número de células 
expuestas a la muestra (Liao y Ou 2005). 
Para evaluar la respuesta de los biosensores a las distintas situaciones de estrés se es-
tableció un bioensayo de tipo turn on (Figura 56), cuyas condiciones fueron optimizadas para 
obtener la máxima respuesta en el mínimo tiempo posible. 
Con respecto a la fase de crecimiento celular, se eligió la fase exponencial (-3 x 05 cel/
ml), ya que el patrón de inducción de los genes TtheMTT1 y TtheMTT5 en respuesta a metales 
había sido estudiado previamente en cultivos en fase exponencial de crecimiento (apartado 
A.4. de R). Además se ha descrito que la sensibilidad de Tetrahymena al Cd es mayor cuando 
se encuentra en fase exponencial que en fase estacionaria de crecimiento (Larsen 989). 
Como medio de crecimiento para Tetrahymena se empleó PP20 (Tabla 6). Este me-
dio, aunque bueno para un crecimiento óptimo de este ciliado, contiene gran cantidad de 
hidrolizados proteicos que pueden quelar los cationes metálicos, convirtiéndolos en no bio-
disponibles para la célula (Nilsson 989). Por esta razón, el medio de exposición de las células 
(biosensores) al metal o a la muestra contaminada, fue el tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8 con la 
finalidad de que todo el metal presente en la muestra se mantuviese en forma biodisponible.
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En cuanto a latemperatura de exposición del biosensor al metal se eligió 30 ºC, puesto 
que es la temperatura a la que se cultivó T. thermophila para estudiar la expresión de los genes 
TtheMTT1 y TtheMTT5 en respuesta a metales (apartado A.4. de R). También se comprobó que 
la temperatura no afecta a la expresión de luciferasa bajo la acción de los promotores de los 
genes TtheMTT1 o TtheMTT5 en los biosensores (Figura 62). 
A la hora de utilizar un biosensor se pretende que el bioensayo sea lo más rápido po-
sible, por ello se evaluó la respuesta de los biosensores para metales a tiempos de exposición 
cortos. Según la cinética de inducción de la expresión de luciferasa en respuesta a Cd en la 
cepa MTT5Luc (Figura 57), el tiempo óptimo de exposición fue de 2 horas, ya que es el menor 
intervalo de tiempo para el que se obtienen los máximos valores de luminiscencia/actividad 
luciferasa. Tras 3 horas de exposición al Cd, la cantidad de luz emitida por el biosensor resultó 
prácticamente similar a la observada tras 2 horas. Por lo tanto, se decidió fijar el tiempo de 
exposición del biosensor a 2 horas, que igualmente se aplicó a los ensayos con el biosensor 
MTTLuc. 
El fundamento del biosensor y el bioensayo al cual se aplica se resume en la Figura 56. 
Solamente el metal que se encuentre en forma biodisponible activará la transcripción del gen 
reportero lucFF, vía el promotor del gen TtheMTT1 o TtheMTT5, dependiendo de la cepa. La 
cantidad de enzima luciferasa producida se detecta añadiendo el sustrato D-luciferina y cuan-
tificando la luz producida en la reacción mediante un luminómetro (apartado 4 de MYM). 
C.3.2LaexpresióndeluciferasaenlosbiosensoresMTT1LucyMTT5Lucsepuede
cuantificarinvivoeinvitro
El sustrato de la enzima luciferasa (D-luciferina) solamente atraviesa la membrana cito-
plasmática en su forma protonada a pH 5. Por el contrario a pH 7 la molécula se encuentra 
cargada negativamente (debido a sus grupos carboxilo y fenol) lo que dificulta su paso a través 
de la membrana (van der Meer et al. 2004). Por ello, en la mayoría de los ensayos la actividad 
de la luciferasa eucariota se valora in vitro a partir de extractos celulares (Tauriainen et al. 999; 
van der Meer et al. 2004), o incrementando la permeabilidad de la membrana añadiendo el 
sustrato disuelto en una solución tamponada ácida (pH 5) (Petänen y Romantschuk 2002; Ba-
rrocas 2004), o permeabilizando las células previamente a la adición de la D-luciferina (Lagido 
et al. 200). En cualquier caso, cuando no se utilizan extractos celulares, la luz producida por 
la reacción bioluminiscente estará limitada por la velocidad de difusión de la D-luciferina al 
interior celular. 
La luminiscencia de los biosensores MTTLuc y MTT5Luc en respuesta a la presencia 
del metal se puede cuantificar tanto in vivo como in vitro, obteniéndose un patrón de inducción 
similar (Figura 58). Para la medida in vivo bastó con añadir el sustrato D-luciferina disuelto en la 
solución comercial Luciferase Assay Reagent (Promega) (pH 7,8), sin necesidad de permeabilizar 
previamente las células. Tampoco fue necesario disolver la D-luciferina en una solución ácida. 
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Y tras valorar la actividad luciferasa se comprobó que las células continúan perfectamente 
viables.
Otros eucariotas modelo como S. cerevisiae o C. elegans, se han utilizado como bio-
sensores celulares para detectar metales y otros tóxicos, y en todos los casos se requiere un 
tratamiento previo de permeabilización del biosensor al sustrato D-luciferina (Hollis et al. 2000; 
Lagido et al. 200). Sin embargo, y a diferencia del microorganismo eucariota S. cerevisiae, la 
ausencia de pared celular en el protozoo ciliado T. thermophila le confiere una gran ventaja 
como tipo celular eucariota para la construcción de un biosensor celular, al permitir una rápida 
difusión del sustrato al interior celular sin ningún tipo de procesamiento adicional, haciendo el 
bioensayo más rápido y sencillo. 
También se cuantificó la actividad luciferasa de los biosensores permeabilizando las 
células, previamente a la adición de la D-luciferina, con una solución de Triton X-00 y DMSO 
(apartado 4.2 de MYM), como se ha descrito para una cepa transgénica de C. elegans (Lagido 
et al. 200). Aunque se obtiene el mismo patrón de inducción que el observado mediante la 
cuantificación in vivo e in vitro, las células no continuaban viables tras la realización del bioen-
sayo. Minutos después de la permeabilización las células comenzaban a estallar. Por lo tanto 
descartamos esta forma de cuantificación.
Según Wilson y Amman (2007) las características de cualquier biosensor con aplica-
ciones biológicas deben ser evaluadas in vitro (Wilson y Ammam 2007). Para la caracterización 
de la respuesta de los biosensores, elegimos cuantificar la actividad luciferasa in vitro porque 
de este modo podíamos normalizar la medida obtenida de diferentes muestras respecto al 
contenido de proteína total celular, haciendo así los resultados más comparables. Además, la 
valoración in vitro se realizó empleando un kit comercial donde las condiciones de reacción es-
tán optimizadas, permitiendo una mayor sensibilidad. Por ejemplo, el kit empleado (apartado 
4. de MYM) incorpora la coenzima A junto al sustrato D-luciferina, de modo que se consigue 
prolongar la emisión de luz durante al menos un minuto (Promega 2006). Además, la medida 
de luminiscencia se correlaciona mejor con la cantidad de enzima luciferasa presente en el 
interior de las células empleando el método in vitro, ya que cabe la posibilidad de que la mem-
brana plasmática pueda constituir una barrera para el sustrato de la luciferasa (D-luciferina), 
y la luminiscencia podría por tanto depender más de la difusión de la D-luciferina a través de 
la membrana, que de la cantidad de la enzima presente en la célula (Tauriainen et al. 999). Se 
podría pensar que el interior celular representa un ambiente más óptimo para que se produz-
ca la reacción de bioluminiscencia, ya que proporciona todos los cofactores y sustratos adicio-
nales necesarios y un entorno más constante, pero esto ya se ha conseguido con los últimos 
kits de detección de actividad luciferasa comerciales desarrollados. Por ejemplo, como ya se ha 
comentado, el kit utilizado consigue aumentar la estabilidad de la reacción de luminiscencia.
Respecto a si la variabilidad de la medida es mayor cuantificando in vitro que in vivo 
hay variedad de opiniones. Lagido et al. (200) no encuentran correlación entre la medida in 
vivo e in vitro de la bioluminiscencia producida por C. elegans en respuesta a varias condicio-
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nes de estrés (temperatura, Cu, Pb y 3,5-diclorofenol). Tauriainen et al. (999) obtuvieron más 
variabilidad en la medida in vitro que en la desarrollada in vivo cuando aplicaron su biosensor a 
muestras naturales, aunque finalmente concluyen que las dos metodologías son adecuadas. 
C.3.3LosbiosensoresMTT1LucyMTT5Lucrespondenexclusivamentealapresen-
ciadedistintosmetalespesados.Cadacepapresentaunperfilderespuestadiferente
Todos los metales ensayados inducen la expresión de luciferasa a concentraciones muy 
por debajo de sus correspondientes CL
50
. Esto demuestra por tanto que las cepas MTTLuc y 
MTT5Luc constituyen un método sensible y eficaz para la detección metales pesados. La can-
tidad de luz emitida (luciferasa sintetizada) aumentó al incrementar las concentraciones de 
metal hasta alcanzar los niveles máximos a una concentración de metal determinada, por en-
cima de la cual la señal comenzó a decaer a consecuencia de la citotoxicidad del metal, incluso 
aunque no se observase mortalidad celular. La bioluminiscencia requiere una gran inversión 
de energía para la célula (gastando ATP y cofactores), lo que puede representar una gran carga 
metabólica para las células que a su vez han reducido su actividad metabólica como conse-
cuencia de la toxicidad del metal. Así, la célula expuesta a una determinada concentración de 
metal (por ejemplo ,5 µM de Cd) puede que no posea la energía suficiente para producir una 
gran cantidad de luminiscencia (van der Meer et al. 2004).
Los biosensores MTTLuc y MTT5Luc responden de manera diferente a los distintos 
metales pesados (Figura 59). La cepa MTT5Luc (Figura 59, B) presenta unos niveles de biolumi-
niscencia superiores (~0-60 veces los niveles basales) que la cepa MTTLuc (~2-8 veces los 
niveles basales) (Figura 59, A). La cepa MTTLuc respondió principalmente a la presencia de Cd, 
Zn, Cu o Hg, mientras que el tratamiento con Pb o As incrementaron débilmente la expresión 
de luciferasa en este biosensor. Coincidiendo con esto, el análisis comparativo de la expresión 
de los genes TtheMTT1 y TtheMTT5 en la cepa SB969 reveló que Pb y As producen una menor 
inducción de la expresión de TtheMTT1 que con Cd y Zn (apartado A.4. de R). 
El Cd es el metal que induce un mayor incremento de la bioluminiscencia en ambos 
biosensores MTTLuc y MTT5Luc. Numerosos trabajos han demostrado que el Cd es un exce-
lente inductor de la expresión de MTs en Tetrahymena (apartado A.4. de R) (Dondero et al. 
2004; Fu y Miao 2006; Díaz et al. 2007; Santovito et al. 2007; Amaro et al. 2008) y de MTs de otros 
organismos (Wang et al. 2009; Williams et al. 2009), al igual que el hecho de que la síntesis de 
MTs desempeña un papel fundamental en la defensa de la célula frente a la toxicidad del Cd 
(Piccinni y Albergoni 996; Gutiérrez et al. 2009). De hecho, como ya se ha comentado, la mayor 
resistencia a Cd de la cepa GFPMTT5 (CL
50
 > 5 µM) respecto a la cepa salvaje SB969 (CL
50
= 
,73 µM) (Gallego et al. 2007), se debe a que sobreexpresa la proteína de fusión GFP::MTT5, y 
presenta más cantidad de TtheMTT5 lo que puede inmovilizar más iones Cd2+.
La sensibilidad de los biosensores es mayor para los metales pesados no esenciales 
(concentración mínima detectable 5-50 nM) que para los esenciales (0,5-2,5 µM) (Tabla 28), lo 
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cual es consistente con el hecho de que la CL
50
 para los metales no esenciales es menor que 
para los esenciales. Por ejemplo, el orden de toxicidad para T. thermophila tras 24 horas de 
exposición es Cd>>Cu>Zn (Gallego et al. 2007). Numerosos estudios han demostrado tam-
bién que los metales no esenciales son tóxicos a concentraciones menores que los esenciales 
(Fairbrother et al. 2007). Puesto que la inducción de la expresión de luciferasa en MTT5Luc por 
los metales esenciales Cu y Zn es considerablemente menor que por Cd, Pb, y As (Figura 59), se 
necesitan concentraciones mayores de Cu y Zn para alcanzar los niveles de inducción simila-
res a aquellos producidos por concentraciones bajas de Cd, Pb o As. Además de los resultados 
de este trabajo (Figuras 2 y 22), otros autores han comprobado que el Zn y el Cu son peores 
inductores de la expresión de las Cd-MTs de Tetrahymena respecto al Cd y al Pb (Dondero et al. 
2004; Guo et al. 2008). Este hecho se ha observado también en otros organismos (Swain et al. 
2004), y podría indicar que las proteínas TheMTT y TtheMTT5 sean más importantes para la 
detoxificación de Cd que de Cu o Zn, como se ha propuesto para Cd-MTs de otros organismos 
cuya expresión se induce más por Cd que por Cu o Zn (Williams et al. 2009). 
Varios estudios (Dondero et al. 2004; Domenech et al. 2008) han mostrado la clara pre-
ferencia de las Cd-MTs de Tetrahymena por unir in vitro Cd respecto a Zn o Cu. En mamíferos 
(rata) se ha observado que las MTs son las proteínas sintetizadas en mayor cantidad cuando 
las células son expuestas a altas concentraciones de Cd. Además, del total de Cd presente en el 
citoplasma, el 85 % se encontraba unido a MTs, mientras que sólo el 40 % del Zn y el 45 % del 
Cu estaba inmovilizado por MTs (Saito et al. 999).
A pesar de que los genes MTs de Tetrahymena se inducen en respuesta a distintas con-
diciones de estrés (apartado A.4. de R) (Dondero et al. 2004; Fu y Miao 2006; Guo et al. 2008), 
parece ser que en las condiciones específicas del bioensayo (apartado 4 de MYM) la expresión 
de la luciferasa se induce únicamente tras la exposición de los biosensores a metales pesados. 
Aunque agentes estresantes distintos a los metales, como pH ácido o el PQ, inducen la expre-
sión del gen TtheMTT5 (Figura 2), no se detectó un incremento en la luminiscencia cuando 
los biosensores fueron expuestos a estas condiciones de estrés (Figura 62). La disparidad en la 
respuesta obtenida entre los dos tipos de experimentos podría deberse a las diferentes condi-
ciones de experimentación, que incluyen distintos tiempos de tratamiento (24h vs. 2h) y me-
todología (RT-PCRq vs. ensayo de actividad luciferasa) para analizar la actividad del promotor 
de TtheMTT5. Con respecto al factor pH, podría ser que el pH ácido induzca la expresión del 
gen lucFF bajo el control del promotor de TtheMTT5 e incluso se sintetice la enzima luciferasa 
en el biosensor MTT5Luc. Se ha descrito que la actividad de la enzima luciferasa se inhibe a 
pH 5 (Barrocas 2004), tras la lisis con el tampón CCLRx (pH 7,5) de las células incubadas en 
medio PP20 pH 5 o tampón Tris-HCl 0,0 M pH 5. Los extractos celulares presentaban un pH 
de 6 antes de la cuantificación de la actividad luciferasa presente en estos extractos, y por lo 
tanto, podría ser que este pH 6 inhiba en cierto grado la actividad enzimática y disminuya así 
la reacción de quimioluminiscencia. Esto podría igualmente explicar que en estas muestras se 
observasen valores similares a los basales (biosensor incubado en TrisHCl pH 6,8). 
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Otra posible explicación podría ser que a la región 5’UTR de TtheMTT5 clonada en la 
construcción reportera P
MTT5
::lucFF le faltase un elemento regulador situado hacia el extremo 
5´, que participe en la activación del promotor bajo estas condiciones de estrés (distintas a ex-
posición a metal pesado). Algo similar se ha sugerido para una cepa transgénica de C. elegans 
donde el As induce la transcripción del gen mtl-2, pero en cambio no induce la expresión del 
gen repotero gfp bajo control del promotor de mtl-2 (Williams et al. 2009).
C.3.4LaexpresióndeluciferasaenlosbiosensoresMTT1LucyMTT5Luccoincide
conlaexpresióndelosgenesmacronuclearesTtheMTT1yTtheMTT5respectivamenteen
lacepasalvajeSB1969
La expresión de los genes TtheMTT1 y TtheMTT5 en respuesta a metales ha sido estu-
diada en este mismo trabajo en la cepa SB969 tipo silvestre de T. thermophila (apartado A.4. 
de R). La cuantificación in vitro de la expresión de luciferasa, bajo el control de los promotores 
de MTs, además de caracterizar la respuesta de cada biosensor, ratificó los resultados del aná-
lisis de la expresión de los genes TtheMTT1 y TtheMTT5. Aunque son experimentos diferen-
tes, con distintas condiciones de tratamiento (tiempo, concentración de metal, y medio de 
exposición) y distinta metodología (RT-PCR cuantitativa vs. un ensayo enzimático), podemos 
comparar los máximos niveles de inducción de la expresión de luciferasa alcanzados en cada 
biosensor con el análisis de los niveles de expresión de los genes TtheMTT1 y TtheMTT5 de la 
cepa SB969 (Figura 2). El ranking obtenido es similar para ambos genes en los dos tipos de 
análisis, sin considerar los metales que sólo fueron empleados en uno de los dos experimentos 
(Ni, Hg y As), lo que corrobora la fiabilidad de los resultados obtenidos en cualquiera de los dos 
experimentos. 
Según los experimentos de RT-PCRq (h) (Figura 2) el promotor de TtheMTT1 respon-
de principalmente a Cd y Zn, lo que también se refleja en los experimentos de actividad luci-
ferasa (Tabla 36). Según los niveles de expresión de la luciferasa, el promotor de TtheMTT1 es 
activado principalmente por Cd y Zn y también por Hg. En nuestros experimentos de RT-PCRq 
(obtenidos previamente al desarrollo del biosensor) no habíamos empleado el Hg. Sin embar-
go, Dondero et al. (2004) detectaron que el promotor del gen TtheMTT1 responde principal-
mente a Cd y Hg, corroborando así nuestros resultados. Además, la valoración de la expresión 
de luciferasa de la cepa MTTLuc ratificó que el promotor del gen TtheMTT1 sí que responde a 
Zn, como se discutió en el apartado C.3.3 de D. 
Respecto al promotor del gen TtheMTT5, tanto el biosensor MTT5Luc como el análisis 
de expresión por RT-PCRq (h) de este mismo gen en la cepa SB969, coinciden en que el Pb 
y después el Cd son los metales que mayores niveles de inducción producen (Tabla 36). Sin 
embargo, los perfiles difieren para los metales esenciales Cu y Zn. Según los resultados de la 
RT-PCRq, el Cu apenas induce la expresión del gen TtheMTT5 en la cepa SB969, y el nivel de 
expresión observado no es estadísticamente significativo con respecto al basal. Por el contra-
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rio, este metal sí que produce un incremento en los niveles de expresión de luciferasa en el 
biosensor MTT5Luc. Los resultados del biosensor coinciden con los observados por Santovito 
et al. (2007), quienes detectaron que el Cu inducía la expresión del gen TtheMTT5 a mayores 
niveles que lo hace el Zn. Las diferencias observadas entre nuestros datos de RT-PCRq con 
los de Santovito et al. (2007) se deben muy probablemente a las diferentes condiciones de 
experimentación (como ya se comentó en el apartado A.8 de D), y a las diferentes concentra-
ciones de Cu empleadas. El hecho de que Santovito et al. (2007) utilizasen 630 µM de Cu para el 
análisis de expresión, mientras que nosotros utilizamos 35 µM de Cu podría explicar por qué 
nosotros no detectamos un aumento en los niveles de ARNm del gen TtheMTT5 en respuesta 
a Cu (Figura 2, apartado A.4.de R). En cambio, para cuantificar la expresión de luciferasa en el 
biosensor MTT5Luc utilizamos un rango de concentraciones de Cu, por lo que en este experi-
mento sí detectamos el efecto inductor del Cu sobre el promotor de TtheMTT5. 
La respuesta transcripcional de los biosensores (MTTLuc y MTT5Luc) analizada por 
RT-PCRq (Figura 63) es consistente con lo observado en los ensayos de luciferasa. Tras 2 horas 
de exposición a 5 x 0-7 M de los metales Cd, Cu, Zn o Pb; sólo Cd y Pb producen un aumento 
significativo (p < 0,05) de la transcripción del gen lucFF en ambos biosensores (Figura 63). El Cu 
también produce una inducción (estadísticamente significativa respecto de los niveles basa-
les) de la expresión de lucFF en la cepa MTT5Luc, pero el valor obtenido no es superior a 2. Por 
lo tanto, también el análisis de la respuesta de los biosensores a nivel trasncripcional confirma 
que el Cd es el mejor activador de los promotores de los genes TtheMTT1 y TtheMTT5, junto 
con el Pb para éste último. Se corroboran así los resultados de los análisis de RT-PCRq realiza-
dos en la cepa SB969 (apartado RA.4. de R), y la inclusión de TtheMTT y TtheMTT5 dentro 
de la subfamilia Cd-MTs de Tetrahymena.
La introducción de las construcciones reporteras P
MTT1
::lucFF o P
MTT5
::lucFF (en las cepas 
MTTLuc o MTT5Luc respectivamente) no alteran la expresión de los genes macronucleares 
TtheMTT1 y TtheMTT5. Como hemos comprobado, el Cd induce la expresión de los genes Tthe-
MTT1 y TtheMTT5 a los mismos niveles (~33 y ~260 veces los niveles basales respectivamente) 
tanto en las cepas recombinantes MTTLuc y MTT5Luc como en la cepa salvaje no transforma-
da SB969. Es decir, en las tres cepas el patrón de expresión de los genes TtheMTT1 y TtheMTT5 
es similar cuando son expuestas a la misma concentración de Cd (5 x 0-7 M) (Figura 64).
Los promotores P
MTT1
 o P
MTT5
 de las construcciones reporteras (P
MTT1
::lucFF y P
MTT5
::lucFF) 
Promotor MTT1 Promotor MTT5 Condiciones Cepa 
RT-PCRq Cd>Zn>Pb>Cu >Ni Pb>Cd>Zn>Cu>Ni 1 h en PP210 SB1969 
Luciferasa Cd>Hg>Zn>Cu>As>Pb Pb>As>Cd>Cu>Zn>Hg 
Sensibilidad de 
detección1
Cd>Hg>As>Zn>Pb>Cu Cd>Hg>As>Pb>Cu>Zn
2 h en 
TrisHCl
MTTLUC
Tabla36.Ranking de los niveles de inducción de la apertura de los promotores involucrados en la expresión de 
los genes TtheMTT1 o TtheMTT5 (cuantificados por RT-PCRq, Figura 2), o el gen lucFF bajo control del promotor de 
TtheMTT1 o TtheMTT5 (cuantificados mediante ensayos enzimáticos de actividad luciferasa, Figura 59). El orden 
de sensibilidad mostrado se refiere a los metales que pueden ser detectados a menores concentraciones por cada 
biosensor (cepas MTTLuc o MTT5Luc).
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integradas en el locus btu1-1 se comportan de la misma manera que los P
MTT1
 y P
MTT5
 situados 
en los loci macronucleares mtt1 y mtt5 respectivamente. En los biosensores, la expresión del 
gen lucFF (bajo control de los promotores P
MTT1
 o P
MTT5
) alcanza aproximadamente los mismos 
niveles de inducción por Cd, que los genes macronucleares TtheMTT1 o TtheMTT5 (bajo con-
trol de su P
MTT1
 o P
MTT5
 respectivamente) (Figuras 63 y 64). 
C.3.5Laexpresiónbasaldelaconstrucciónreporterapuedeutilizarseparaidenti-
ficarresultadosfalsosnegativos
En teoría, lo deseable es que el biosensor produzca únicamente bioluminiscencia en 
presencia del metal, que una vez dentro de la célula interaccionará con la proteína reguladora 
activando la respuesta del biosensor. Sin embargo, debido a las condiciones del bioensayo y 
las características de los promotores de los genes TtheMTT1 y TtheMTT5, siempre hay un cier-
to nivel basal de expresión de luciferasa, y por tanto de bioluminiscencia, incluso cuando los 
biosensores no son expuestos al metal. Los genes TtheMTT1 y TtheMTT5 tienen cierto nivel de 
expresión constitutiva (apartado A.4. de R), aunque este nivel de expresión basal es significa-
tivamente mucho menor al nivel de expresión inducida por los metales.  El estrés asociado con 
la inanición puede contribuir también a la expresión de lucFF bajo control del P
MTT5
. No obstan-
te, al igual que en el caso de la expresión constitutiva los niveles de expresión del biosensor 
en tampón Tris-HCl se mantenían constantes, por lo que la pequeña inducción tras 2 horas de 
inanición no compromete la medida de expresión de la luciferasa en los biosensores. Otros 
biosensores basados en promotores de MTs también presentan un cierto nivel de expresión 
basal y son inducibles también por inanición, pero siempre significativamente muy inferior al 
nivel de expresión inducida por metales (Williams et al. 2009).
Sin embargo, la expresión basal de la construcción reportera puede ser aprovechada 
para evitar resultados falsos negativos en el bioensayo. Si la expresión basal de luciferasa en el 
biosensor es relativamente constante en ausencia de metales, un descenso en los niveles de 
expresión basal de luciferasa podría indicar que la muestra contiene algún tóxico o concen-
traciones de metales tan altas que disminuyen la tasa metabólica del biosensor o incluso el 
número de células (Sorensen et al. 2006). Por lo tanto, si tras la exposición a la muestra proble-
ma el nivel de bioluminiscencia es similar al basal, el resultado sería un verdadero negativo, es 
decir, ausencia de metales en la muestra. Pero si tras la exposición del biosensor a la muestra, 
los niveles de bioluminiscencia son menores que los basales, lo más probable es que la mues-
tra contenga una gran cantidad de metales o también algún tóxico que inhiba el metabolismo 
celular del biosensor, o que incluso sea letal para las células. Éste sería, por consiguiente, un 
resultado falso negativo y habría que repetir el análisis diluyendo la muestra con el tampón o 
agua estéril. Este tipo de situación se ilustra en la Figura 75, en este experimento dos muestras 
de tierra habían sido contaminadas con una concentración de Cd tóxica para la célula pero no 
letal (0,05 M). Cuando se cuantificó la expresión de luciferasa in vitro, se observó que la activi-
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dad luciferasa en esas dos muestras era menor que los niveles basales (obtenidos del control 
constituido por células incubadas en tampón Tris-HCl) y que en el resto de muestras no con-
taminadas. Gracias a la expresión basal de la construcción reportera se identificaron esos dos 
resultados como falsos negativos. 
 Según nuestros análisis, las cepas MTTLuc y MTT5Luc sólo incrementan su biolumi-
niscencia de manera significativa cuando son expuestas a metales, y no ante otras condiciones 
de estrés (Figura 62). En cualquier caso, la posible existencia de resultados falsos positivos, 
esto es, que el biosensor incremente la expresión de luciferasa en muestras que no contengan 
metales, también podría ser detectada. Por ejemplo, la muestra en la que se quiere determinar 
la presencia de metales se divide en dos alícuotas, y una de ellas se trata con un agente que-
lante de metales como el EDTA. Un ejemplo de esta situación se ilustra en la Figura 76. Si las 
dos alícuotas inducen la expresión de luciferasa del biosensor a los mismos niveles significará 
que la muestra contiene alguna sustancia (no metal) que induce la expresión de luciferasa del 
biosensor (Figura 76, B). Si por el contrario, la alícuota que contiene EDTA produce un menor 
incremento en la expresión de luciferasa, significa que la respuesta que observamos del bio-
sensor se debe únicamente a la presencia de metales en la muestra (Figura 76,A). 
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Figura 75. Identificación de resultados fal-
sos negativos empleando el biosensor MTT-
5Luc. La expresión basal de la construcción 
reportera P
MTT5
:lucFF (o P
MTT1
:lucFF en el caso 
del biosensor MTTLuc) puede aprovecharse 
para detectar resultados falsos negativos, de 
forma que niveles de expresión de luciferasa 
por debajo de los niveles basales indicaría la 
presencia de un tóxico o concentraciones de 
metales demasiado altas que inhiben la pro-
ducción de luminiscencia. Los asteriscos in-
dican las alícuotas de la muestra que fueron 
contaminadas con una solución de Cd 0,05 
M. R-R6: alícuotas provenientes de la misma 
muestra de suelo (muestra libre de metales 
recolectada en El Parque del Retiro, Madrid). 
Control: células incubadas durante 2 horas en 
tampón Tris-HCl 0,0 M pH 6,8.
Figura76.Identificación de resultados falsos positivos mediante el uso de EDTA.(A): resultado obtenido verdadero 
positivo, es decir, la muestra A (suelo de un jardín de Estocolmo) contiene metales pesados que incrementan la ex-
presión de luciferasa del biosensor.  (B):situación hipotética de un resultado falso positivo, la muestra no contiene 
metales biodisponibles, puesto que la adición de EDTA no disminuye la respuesta del biosensor. Ver texto para una 
explicación más detallada.
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C.3.6Variabilidaddelarespuesta
Cada experimento fue repetido al menos tres veces, observándose una cierta varia-
bilidad en los niveles de inducción. Se realizaron repeticiones en días distintos, con cultivos 
y soluciones diferentes de metales. Aunque el patrón de inducción observado siempre era el 
mismo, a veces variaba el nivel de inducción de la expresión del gen reportero respecto el nivel 
basal. Esto podría ser debido a la variación biológica intrínseca del biosensor. Se ha indicado 
que incluso en una población clonal existe una cierta variabilidad/heterogeneidad genotípica 
y fenotípica entre los clones (Davey y Kell 996; Bridson y Gould 2000; Brehm-Stecher y Jo-
hnson 2004). Puesto que la expresión del gen reportero está determinada por muy diversos 
factores como la concentración, localización, actividad, etc. de diversas moléculas (factores de 
transcripción, polimerasas, etc.), las fluctuaciones en la cantidad y actividad de estas moléculas 
tendrán como consecuencia variaciones en los niveles de expresión de la proteína reportera 
(Elowitz et al. 2002).
 Para reducir la variabilidad de la respuesta del biosensor se establecieron controles 
endógenos. Por una parte se llevo a cabo un recuento celular previamente a la exposición a la 
muestra, de forma que el número de células expuestas a la muestra fuese aproximadamente 
siempre el mismo (-3 x 05 células/ml). Y por otra parte, la cuantificación de quimioluminis-
cencia in vitro fue normalizada respecto al contenido de proteína total, determinada por el 
método de Bradford. A pesar de la eficacia de estos sistemas de control, aún se obtiene cierta 
variación en el nivel de inducción del biosensor como respuesta al metal. En nuestro caso, los 
recuentos celulares fueron realizados utilizando una cámara de Neubauer, por lo que este pun-
to se podría optimizar aún más empleando un contador celular automático, que permite una 
mayor precisión en la medida y en menor tiempo. 
La normalización de la expresión de un gen reportero respecto al contenido en pro-
teína total es adecuada cuando las células presentan el gen reportero integrado de forma 
estable (Schagat 2007), como es nuestro caso. No obstante, hay otros métodos adicionales 
para normalizar la medida y así disminuir la variabilidad de los resultados (Schagat 2007). En 
general, cuando se utiliza el gen lucFF como reportero en estudios de análisis de expresión se 
emplean sistemas duales, en los que la célula recombinante además del gen lucFF presenta 
otro gen reportero bajo control de un promotor constitutivo, y cuya expresión no se modifica 
al llevar a cabo los bioensayos (Schagat 2007). Esta táctica se ha utilizado en bacterias, reali-
zando una cotransfección con el vector que contiene la construcción reportera de interés y el 
vector control. Sin embargo, nuestro objetivo era obtener transformantes estables, y por ello 
con la construcción reportera en el locus macronuclear btu1-1. Hasta ahora, en T. thermophila 
no se dispone de un sistema que permita integrar en el genoma macronuclear dos construc-
ciones reporteras distintas y al mismo tiempo se pueda seleccionar las células recombinantes 
que hayan integrado en su genoma las dos construcciones. Pero no descartamos la posibilidad 
de que exista en un futuro.
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A pesar de la cierta variabilidad existente, los bioensayos de tipo ciego demostraron la 
reproducibilidad de la respuesta del biosensor MTT5Luc, libre además de las posibles precon-
cepciones del investigador. 
C.3.7 Especificidad y sensibilidad de la respuesta de los biosensores. Las cepas
MTT1LucyMTT5Lucsoncapacesdedetectardiferentesmetalespesadosenconcentra-
cionesdelordendenanomolar
La mayoría de los biosensores celulares para metales construidos están basados en 
bacterias genéticamente modificadas (Verma y Singh 2005; Magrisso et al. 2008). A pesar de 
las ventajas que presentan los microorganismos eucariotas (Walmsley y Keenan 2000), muy 
pocas especies eucariotas han sido explotadas en comparación con las procariotas. Actual-
mente sólo se han descrito dos biosensores celulares específicos para metales basados en dos 
microorganismos eucariotas, las levaduras S. cerevisiae y Hansenula polymorpha (Lehmann et 
al. 2000; Shetty et al. 2004; Park et al. 2007). Aunque también se han descrito biosensores ce-
lulares basados en microalgas, capaces de detectar metales en agua marina, están más bien 
enfocados para determinar la toxicidad de una muestra debida a la presencia de metales, her-
bicidas o compuestos orgánicos tóxicos, por lo que no serán considerados en este trabajo (Du-
rrieu y Tran-Minh 2002; Tonnina et al. 2002). Respecto a organismos pluricelulares, también se 
han construido biosensores para metales a partir del nemátodo C. elegans (Guven et al. 994; 
Stringham y Candido 994; Cioci et al. 2000; Lagido et al. 200; Williams et al. 2009), aunque 
algunos de ellos son en realidad biosensores de toxicidad general, ya que detectan diferentes 
contaminantes (Lagido et al. 200). 
 En las Tablas 37 y 38 se muestran y comparan los principales biosensores celulares pro-
cariotas y eucariotas desarrollados y publicados hasta ahora, incluyendo los diseñados en este 
trabajo. Algunos de ellos son bastante específicos y presentan construcciones que respon-
den únicamente a uno o dos metales como pbr::luxCDABE de Cupriavidus metallidurans que 
responde únicamente a Pb (Corbisier et al. 999), o copBC::luxAB de Pseudomonas fluorescens 
que responde sólo a Cu (Tom-Petersen et al. 200). Sin embargo, la mayoría de los biosensores 
responden a dos o más metales. Por ejemplo, muchos de los que responden a Cd también lo 
hacen a Pb, Hg, As o Zn (cadC responde a Cd, Pb, Sb, Sn o Zn; araR responde a As, Cd y Sb, y zntA 
a Cd, Cr, Hg, Pb y Zn) (Tablas 37 y 38). En algunos casos, un biosensor aparece descrito como 
específico de uno o dos metales pese a que no se ha analizado su respuesta frente a otros 
metales. Y en otros casos sólo se analiza una concentración determinada (y no un rango de 
concentraciones) de distintos metales para comprobar el grado de selectividad del biosen-
sor (Liao et al. 2006). En estos casos podría ocurrir que, aunque no se detecte una respuesta 
del biosensor ante una determinada concentración de otro metal, concentraciones mayores sí 
puedan inducir la expresión del gen reportero. 
En general parece que los biosensores eucariotas son menos específicos que los pro-
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Promotor Gen
reportero
R Metal Sensibilidad
(?M) 
Microorganismo Tiempo 
inducción
MN Referencia 
arsB blaZ 6 As3+ 1 S. aureus 1 h NO (Ji y Silver 1992) 
4 As5+ 10
-- Bi 100
-- Sb 0,2 
arsB luxAB 3 As3+ 0,01 E. coli 2 h NO (Cai y DuBow 1997) 
arsR lucFF 2 As3+ 0,01 E. coli 8 h NO (Hakkila et al. 2002) 
luxCDABE 2 As3+ 0,01 E. coli
arsR lacZ 1 As3+ 10-9 E. coli 30 min NO (Ramanathan et al.1997) 
lazZ -- Sb 10-9 E. coli
arsR lucFF 7 As3+ 3,3 E. coli 1,5 h SI (Tauriainen et al. 1999) 
lucFF 5 As5+ 33
lucFF 14 Cd 10
lucFF -- Sb 0,1 
arsR luxAB 4 As3+ 0,1 E. coli 1 h NO (Stocker et al. 2003) 
arsR luxAB 4 As3+ 0,1 SI (Trang et al. 2005) 
arsR gfp 4 As3+ 0,12 12 h NO (Roberto et al. 2002) 
arsR lucGR 4 As3+ 0,1 P. fluorescens 2 h SI (Petanen et al. 2001) 
arsR lucFF 9 Cd 0,330 S. aureus 2 h NO (Tauriainen et al. 1997) 
-- Sb 0,033 
arsR gfp 5 As3+ 0,4 E. coli 2 h SI (Liao y Ou 2005) 
3 As5+ 1
-- Sb 0,75 
arsRD lacZ 4 As3+ 0,1 E. coli 17 h NO (Scott et al. 1997) 
-- Sb 0,1 
cadAC blaZ 10 Cd 0,5 S. aureus 1,5 h NO (Yoon et al. 1991) 
cadC lucFF 2 Cd 0,003 B. subtilis 1,5 h NO (Tauriainen et al. 1998) 
8 Pb 1
-- Sb 0,033 
-- Sn 33 
7 Zn 100
cadC lucFF 4 Cd 0,010 S. aureus 1,5 h NO (Tauriainen et al. 1998) 
4 Pb 0,033 
-- Sb 0,001 
cadC gfp 1 Cd 0,0001 E. coli 2 h SI (Liao et al. 2006) 
2 Pb 0,01 
-- Sb 0,0001 
chrB lacZ -- Cr 0,001 A. aeotrophus 8 h NO (Peitzsch et al. 1998) 
chrB luxCDABE -- Cr3+ 5 1,5 h NO (Corbisier et al. 1999) 
-- Cr6+ 2,5 
chrAB lucFF -- Cr3+ 2 C. metallidurans 2 h SI (Ivask et al. 2002) 
-- Cr6+ 0,04 
cnrXYH luxDABE -- Co 9 16 h SI (Tibazarwa et al. 2001) 
-- Ni 0,1 
coaT luxAB -- Co 0,3 Synechocystis 3 h SI (Peca et al. 2008) 
2 Zn 1
copA luxCDABE -- Ag 0,3 E. coli 80 min NO (Riether et al. 2001) 
6 Cu 3
copA lucFF -- Ag 0,003 E. coli 2 h SI (Hakkila et al. 2004) 
1 Cu 0,3 
copBC luxAB 3 Cu 1 P. fluorescens 3 h SI (Tom-Petersen et al. 
2001) 
copSRA luxCDABE 3 Cu 1 C. metallidurans 1,5 h NO (Corbisier et al. 1999) 
isiAB luxAB -- Fe 0,001 Synechococcus 12 h SI (Boyanapalli et al. 
2007) 
fliC luxAB -- Al 40 E. coli 20 min NO (Guzzo et al. 1992) 
katG luxCDABE 12 Cd 2 E. coli 1,5 h NO (Ben-Israel et al. 1998) 
merR lucFF 11 Cd 1 E. coli 1 h NO (Virta et al. 1995) 
1 Hg 10-9
merR gfp 7 Hg 0,005 E. coli 8h NO (Hakkila et al. 2002) 
lucFF 7 Hg 0,005 
luxCDABE 5 Hg 0,0001 
merR lucFF 11 Cd 1 P. fluorescens 2 h SI (Petanen et al. 2001) 
3 Hg 10-5
Tabla37. Principales biosensores celulares procariotas actualmente desarrollados para la detección de metales 
pesados.
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cariotas, esto es que los primeros responden a un conjunto de metales más amplio. Las cepas 
MTTLuc y MTT5Luc de T. thermophila obtenidas en este trabajo, al igual que el resto de bio-
sensores eucariotas, responden a varios metales pesados. Recientemente Ivask et al. (2009) 
han analizado la respuesta de varios biosensores procariotas bioluminiscentes a diferentes 
metales pesados, y como se esperaba, la bioluminiscencia de las distintas cepas analizadas era 
inducida por varios metales (Ivask et al. 2009). La menor especificidad de la repuesta a metales 
pesados puede deberse a la evolución de los mecanismos de resistencia a metales, para ser 
inducidos por varios metales con la finalidad de detoxificarlos. También se podría deber a que 
las proteínas reguladoras de estos sistemas sean incapaces de diferenciar entre distintos iones 
bivalentes como Cd2+, Zn2+ o Pb2+ (Nies 2007). Por ejemplo, las proteínas procariotas ArsR y 
CadC presentan la misma región aminoacídica conservada que es la responsable de la unión al 
metal, por ello el Cd puede interaccionar con ArsR abriendo el promotor (Petanen et al. 200).
En general, la concentración mínima de metal que induce el sistema biosensor (sensi-
bilidad) de los biosensores celulares descritos es bastante baja (Tablas 37 y 38). Así, en algunos 
Promotor Gen
reportero
R Metal Sensibilidad
(?M) 
Microorganismo Tiempo 
inducción
MN Referencia 
merRB lucFF 8 Cd 0,27 E. coli 2 h SI (Ivask et al. 2002) 
10 Hg 0,1 
10 Zn 1380
merRB lucFF 6 Hg 0,0002 E. coli 2 h NO (Ivask et al. 2001) 
merRT luxCDABE 7 Hg 0,005 E. coli 40 min SI (Selifonova et al. 1993) 
merRT 2 Hg 2,5x10-6 V. anguillarum 80 min NO (Golding et al. 2002) 
merRTPA  luxCDABE 4 Hg 5x10-5 E. coli NO (Pepi et al. 2006) 
NsrBCD luxAB -- Ni 0,2 Synechocystis 3 h SI (Peca et al. 2008) 
pbrR 10 Pb 500 C. metallidurans 3 h NO (Corbisier et al. 1999) 
pbrO/P/R gfp 9 Pb 50 E. coli 16 h SI (Chakraborty et al. 2008) 
pvd gfp -- Fe 0,1 Pseudomonas 12 h NO (Joyner y Lindow 2000) 
smtA luxCDABE 1 Zn 0,5 Synechococcus 4 h NO (Huckle et al. 1993) 
smtB LuxCDABE 1 Zn 0,5 Synechococcus 1 h NO (Erbe et al. 1996) 
9 Cd 0,5 
7 Cu 4
zntA lacZ 1 Cd 0,0001 E. coli 2 h NO (Shetty et al. 2003) 
Red-shifted
gfp
6 Cd 0,1 
lacZ 1 Pb 0,0001 
Red-shifted
gfp
6 Pb 0,1 
zntA luxCDABE 4 Cd 0,01 E. coli 80 min NO (Riether et al. 2001) 
4 Zn 3
-- Cr6+ 30
12 Hg 1
3 Pb 0,031 
zntA lacZ 5 Cd 0,025 E. coli 1 h SI (Biran et al. 2000) 
zntR lucFF 6 Cd 0,05 E. coli 2 h SI (Ivask et al. 2002) 
8 Hg 0,01 
6 Zn 40
Tabla37. (continuación) Principales biosensores celulares procariotas actualmente desarrollados para la detec-
ción de metales pesados. Se indican los elementos de las construcciones reporteras (promotor, gen reportero) de 
cada biosensor  y  su nivel mínimo de detección (sensibilidad) (µM) para cada tipo de metal ensayado. R: indica la 
posición en el ranking de cada biosensor según su nivel de detección (sensibilidad) para cada metal y respecto al 
resto de biosensores existentes (procariotas o eucariotas). El tiempo de inducción se refiere al tiempo de exposición 
del biosensor al metal para que se produzca la respuesta. MN: indica SI o NO el biosensor ha sido ensayado con 
muestras naturales, según la información disponible en la literatura científica. A. aeotrophus: Alcaligenes aetrophus. B. 
subtilis: Bacillus subtilis. C. metallidurans: Cupravidus metallidurans. E. coli: Escherichia coli. P. fluorescens: Pseudomonas 
fluorescens. S. aureus. Staphylococcus aureus. V. anguillarum: Vibrio anguillarum.
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casos, la concentración mínima de metal detectable puede ser del orden nanomolar (Tauriai-
nen et al. 998; Shetty et al. 2003; Liao et al. 2006) o incluso picomolar y fentomolar (Virta et al. 
995; Petanen et al. 200; Pepi et al. 2006). Mediante la modificación genética se ha conseguido 
desarrollar biosensores celulares tan sensibles como las metodologías físico-químicas (Magris-
so et al. 2008).
En general la sensibilidad de los biosensores bacterianos es mayor que la de los bio-
sensores eucariotas para todos los metales analizados, excepto para el As y Zn (Tablas 37 y 
38). Los biosensores MTTLuc y MTT5Luc son capaces de detectar concentraciones de As5+ de 
hasta 50 y 25 nM, por lo que parecen ser los biosensores celulares con el mayor nivel de sensi-
bilidad para As5+ (Tabla 38). Muchos de los biosensores bacterianos existentes en la actualidad 
pueden detectar concentraciones de As3+ tan bajas como 0-9 µM (Tabla 38). Sin embargo, la 
sensibilidad de los biosensores bacterianos para el As5+ es menor (la mínima concentración de 
Promotor Gen
reportero
R Metal Sensibilidad
(?M) 
Organismo Tiempo 
inducción
MN Referencia 
cup1 gfp 2 Cu (Ag) 0,5 S. cerevisiae 2 h NO (Shetty et al. 2002) 
cup1 10 Cu 500 20 min NO (Lehmann et al. 2000) 
SEO1 gfp 10 Cd (As, 
Hg)
1 S. cerevisiae 2 h NO (Park et al. 2007) 
10 Cd (As, 
Hg)
1 H. polymorpha 
hsp16 lacZ 15 Cd 25 C. elegans 7 h NO (Stringham y Candido 
1994) 
14 Hg 3,7 
hsp70 lacZ 13 Cd 2,7 C. elegans NO (Guven et al. 1994) 
13 Hg 1,8 
8 Zn 150
mtl2 lacZ 7 Cd 0,1 C. elegans 24 h NO (Cioci et al. 2000) 
11 Hg 0,2 
-- Ni 10 
5 Zn 10
let858 lucFF 9 Cu 200 C. elegans 2 h NO (Lagido et al. 2001) 
No metales 
mtl2 gfp 12 Cd 5 C. elegans 24 h SI (Williams et al. 2009) 
12 Hg 1
8 Cu 50
9 Zn 250
-- Ni, Pb, As NO
MTT1 gfp 9 Cd 0,4 T. thermophila 2 h NO Este trabajo 
MTT1 lucFF 5 Cd 0,025-0,05 T. thermophila 2 h SI Este trabajo 
5 Cu 2,5 
1 Zn 0,5 
7 Pb 0,5 
2 As5+ 0,05 
9 Hg 0,025 
MTT5 lucFF 3 Cd 0,005-0,025 T. thermophila 2 h SI Este trabajo 
4 Cu 1,5 
3 Zn 1,50 
5 Pb 0,05 
1 As5+ 0,025 
9 Hg 0,025 
Tabla38. Principales biosensores celulares eucariotas desarrollados para la detección de metales pesados. Se in-
dican los elementos de las construcciones reporteras de cada biosensor y su sensibilidad (µM) de detección para 
cada metal. P: indica la posición de cada biosensor según su sensibilidad de detección para cada metal y respecto al 
resto de biosensores existentes (procariotas y eucariotas). El tiempo de inducción se refiere al tiempo de exposición 
del biosensor a la muestra para que se produzca la respuesta. MN: se indica SI o NO dependiendo de si el biosensor 
ha sido ensayado en muestras ambientales según la información disponible en la literatura científica. C. elegans: 
Caenorhabditis elegans. H. polymorpha: Hansenula polymorpha. S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae. T. thermophila. 
Tetrahymena thermophila.
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As5+ detectable por un biosensor procariota es µM), probablemente debido a que la especie 
As3+ es más tóxica (Páez-Espino et al. 2009). Como ya hemos indicado, en T. thermophila el As5+ 
es uno de los mejores inductores de la expresión del gen TtheMTT5 (Figura 2), por lo que en 
el promotor de TtheMTT5 deben existir elementos reguladores que respondan igualmente a la 
presencia de este metaloide.
Además, la cepa de T. thermophila MTTLuc junto a dos cepas procariotas recombinan-
tes de Synechococcus (Huckle et al. 993; Erbe et al. 996) representan los biosensores celula-
res capaces de detectar las menores concentraciones de Zn de los descritos en la actualidad 
(Tablas 37 y 38). Curiosamente en los tres biosensores el elemento sensor es un promotor de 
un gen MT. 
A pesar de que los biosensores procariotas, en general, detectan concentraciones de 
metales inferiores a los eucariotas, la cepa MTT5Luc se encuentra entre los tres biosensores ce-
lulares capaces de detectar las menores concentraciones de Cd(Tablas 37 y 38), sólo superado 
por las cepas recombinantes de E. coli que expresan la construcción cadC-gfp (0, nM) (Liao et 
al. 2006) o zntA-lacZ (0, nM) (Shetty et al. 2003) y una cepa de B. subtilis con la construcción 
cadC-lucFF (3 nM) (Tauriainen et al. 998). Al igual que MTT5Luc, ninguno de estos tres biosen-
sores celulares es específico para Cd, sino que también responde a otros metales (Pb, Sb, Sn o 
Zn). La cepa recombinante de E. coli construida por Shetty et al. (2003) responde a Cd, Pb y Zn 
pero no puede diferenciar entre los tres metales.  
Aunque las cepas MTTLuc y MTT5Luc pueden detectar el Hg hasta niveles de 25 nM, 
ocupan la novena posición en el ranking de los biosensores celulares con mayor sensibilidad 
a este metal (Tablas 37 y 38). No obstante la sensibilidad de MTTLuc y MTT5Luc frente al Hg 
es 400 veces mayor que la de las levaduras (S. cerevisiae y H. polymorpha) y de 8-48 veces 
superior que la presentada por las diferentes cepas de C. elegans (Tabla 38). La mayoría de los 
biosensores bacterianos para Hg están basados en el sistema de detoxificación meR, que es 
bastante específico (Brown et al. 2003). Algunos de ellos además son capaces de detectar las 
menores concentraciones de este metal pesado (0-6-0-9 µM) (Virta et al. 995; Golding et al. 
2002). 
En Tetrahymena poco se conoce sobre la detoxificación del Hg, ya que en los únicos 
trabajos publicados sobre la ecotoxicología de metales en ciliados no se ha analizado aún la 
respuesta celular a este metal (Gutiérrez et al. 2008). Dado que varios genes Cd-MTs en Tetrahy-
mena incrementan su expresión cuando la célula es expuesta a Hg (Dondero et al. 2004; Fu y 
Miao 2006; Guo et al. 2008), se ha propuesto que las MTs puedan igualmente intervenir en la 
detoxificación de este metal (Guo et al. 2008). Experimentos llevados a cabo in vivo en inverte-
brados confirman que el Cd2+, Cu+ o Hg2+ pueden desplazar al Zn2+ de las MTs (Viarengo et al. 
985). Igualmente, en vertebrados la afinidad del Hg por MTs es superior a la del Cd o Zn (Kägi 
y Schaffer 988). La expresión de diversas isoformas de MTs de Drosophila se induce, junto por 
otros metales, también bajo la presencia de Hg (Atrian 2009).
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C.4AnálisiscomparativodelosbiosensoresMTT1LucyMTT5Lucfrenteaotrosbiosen-
soreseucariotas
La ventaja de los organismos eucariotas como sistemas de detección y evaluación de 
tóxicos es que proporcionan información aplicable más directamente a células vegetales y 
animales que las bacterias (Walmsley y Keenan 2000; Baronian 2004). Los microorganismos 
eucariotas como levaduras y ciliados representan una excelente alternativa al uso de líneas 
celulares animales, puesto que son más fáciles de cultivar, se obtienen mayores densidades 
celulares a igualdad de tiempo, son más fáciles de manipular, de llevar a cabo análisis genético, 
toleran un mayor rango de temperatura, pH, etc. 
T. thermophila y S. cerevisiae son considerados microorganismos eucariotas modelo cu-
yos genomas completamente secuenciados pueden ser manipulados genéticamente utilizan-
do la mayoría de las técnicas moleculares actuales (Goffeau et al. 996; Turkewitz et al. 2002; 
Baronian 2004; Eisen et al. 2006). Sin embargo, la ausencia de pared celular en T. thermophila 
le confiere una ventaja adicional sobre la levadura para ser empleado como biosensor celular 
ambiental. Uno de los mayores inconvenientes de las levaduras como biosensores es la pre-
sencia de la pared celular como barrera selectiva que dificulta la entrada de solutos al interior 
celular, aumentando la resistencia celular y disminuyendo por tanto la sensibilidad al tóxico 
(Walmsley y Keenan 2000; Gutiérrez et al. 2006). Diversas moléculas presentes en la pared ce-
lular de levaduras inmovilizan iones metálicos mediante el proceso de biosorción (Breierova et 
al. 2002), disminuyendo por tanto la fracción biodisponible del metal presente en la muestra. 
Los biosensores celulares basados en T. thermophila (MTTLuc y MTT5Luc) desarro-
llados en este trabajo, representan biosensores eucariotas capaces de detectar las menores 
concentraciones de metales pesados, a excepción delCu. El biosensor celular con mayor sen-
sibilidad (0,5 µM) para este metal es una cepa recombinante de S. cerevisiae que expresa el 
gen gfp bajo la acción del promotor de cup1 (Shetty et al. 2004). No obstante, la sensibilidad 
de las cepas MTTLuc (2,5 µM) y MTT5Luc (,5 µM) tienen el mismo orden de magnitud (µM) 
y sólo cinco o tres veces menor respectivamente, que la de S. cerevisiae (0,5 µM). Sin embargo, 
el biosensor construido por Shetty et al. (2004) es más específico, puesto que la expresión de 
gfp se induce sólo por Cu y Ag (Shetty et al. 2004). Los biosensores MTTLuc y MTT5Luc están 
basados en promotores de genes Cd-MTs, por lo que se esperaba una menor respuesta a este 
metal esencial. Sin embargo, como ya se ha comentado en apartados previos, T. thermophila 
presenta dos isoformas de Cu-MTs, (TtheMTT2 y TheMTT4), cuyos promotores podrían ser em-
pleados en la construcción de biosensores para la detección de este metal. 
Por el contrario, para el resto de metales los biosensores basados en levaduras son 
menos sensibles que los construidos en T. thermophila. Las cepas MTTLuc y MTT5Luc repre-
sentan los biosensores celulares eucariotas para metales más sensibles desarrollados hasta la 
actualidad, puesto que son capaces de detectar algunos metales incluso a concentraciones 
inferiores a 50 nM (para el Cd, Pb, Hg o As) a diferencia del resto de biosensores eucariotas co-
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nocidos (Tabla 38). Las diferencias en cuanto a la sensibilidad son especialmente patentes en 
el caso del Cd. La cepa MTT5Luc puede detectar el Cd a concentraciones 200 veces menores 
que las levaduras S. cerevisiae y H. polymorpha y 20-5.000 veces menor que las diferentes cepas 
transgénicas de C. elegans, desarrolladas hasta ahora (Tabla 38). 
C.5LosbiosensoresMTT1LucyMTT5Lucsoncapacesdedetectarlapresenciademeta-
lespesadosenformabiodisponibleenmuestrasnaturales
A pesar de la existencia de un gran número de biosensores celulares para metales de-
sarrollados por distintos grupos de investigación (Tablas 37 y 38), la mayoría de ellos pasan por 
alto su aplicación a muestras naturales, analizándose exclusivamente la respuesta del biosen-
sor frente a distintas concentraciones de metales presentes en un tampón determinado o en 
agua destilada (Rodríguez-Mozaz et al. 2006). Sin embargo, la utilidad de estos biosensores es 
su potencial aplicación para detectar metales biodisponibles en muestras naturales (tomadas 
de un medio acuático o terrestre). 
Los experimentos realizados con muestras naturales (de composición compleja) pre-
viamente contaminadas en el laboratorio con Cd, demostraron que el biosensor MTT5Luc pue-
de detectar la presencia del metal en muestras ambientales de muy distinta naturaleza. Las 
muestras que fueron contaminadas con Cd incrementaron la expresión de la luciferasa del 
biosensor de manera proporcional a la concentración de Cd. En los experimentos realizados 
en este trabajo, la adición del agente quelante EDTA a las muestras disminuyó la biodisponi-
bilidad del Cd. De tal forma que las muestras contaminadas con una solución de Cd y EDTA 
produjeron un menor incremento de la luminiscencia en el biosensor MTT5Luc, demostrando 
de nuevo que el biosensor sólo detecta el Cd biodisponible presente en la muestra, y no el 
contenido total de metal. Además, el hecho de que la presencia de EDTA en la muestra haga 
que la inducción de la expresión del gen lucFF sea menor, demuestra que la respuesta del bio-
sensor se debe únicamente al Cd, y no a la presencia de otros agentes estresantes que puedan 
estar presentes en la muestra. Otros autores también han demostrado, mediante la adición de 
EDTA u otros agentes quelantes a la muestra, que los biosensores celulares pueden diferenciar 
entre la fracción biodisponible y la quelada del metal presente en la muestra (Tauriainen et al. 
2000; Riether et al. 200). 
Para inducir la expresión del gen lucFF en los biosensores MTTLuc y MTT5Luc, el metal 
tiene que atravesar la membrana citoplasmática del ciliado. Éste es el requisito fundamental 
para considerar que un metal se encuentra en forma biodisponible (Semple et al. 2004; Liao 
et al. 2006). Por lo tanto, los biosensores celulares representan el mejor modo de determinar 
la fracción biodisponible de un metal en una muestra. Por el contrario, los biosensores mole-
culares sólo detectarán el metal no quelado (porque el quelado no se puede unir al elemento 
sensor), pero no tienen en cuenta si el metal es capaz o no de atravesar la membrana citoplas-
mática.
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A pesar de que la biodisponibilidad es el factor determinante en la toxicidad de los 
metales, en general este parámetro no se tiene en cuenta a la hora de analizar las muestras 
naturales. No obstante, la determinación de este parámetro es subjetiva, puesto que el propio 
biosensor como microorganismo vivo puede modificar la fracción biodisponible del metal, 
modificando el medio en el que se encuentran él mismo y el metal. Por lo tanto, la medida 
de biodisponibilidad del metal para un determinado biosensor puede estar sobrestimando 
o desestimando la fracción de metal que es biodisponible para otro organismo (Semple et al. 
2004). 
El principal factor que determina la biodisponibilidad de los metales es el pH (Fairbro-
ther et al. 2007), una acidificación del pH del medio puede provocar un aumento de la fracción 
biodisponible del metal (Semple et al. 2004). Cambiando las condiciones de incubación en el 
bioensayo, se puede modificar la fracción de metal biodisponible para el mismo biosensor. Por 
lo tanto, para el uso de biosensores como sistema de detección será necesario desarrollar pro-
tocolos de estandarización en función del tipo de análisis a realizar. Por ejemplo, para analizar 
la biodisponibilidad de los metales presentes en agua potable, sería aconsejable que el medio 
de exposición del biosensor a la muestra sea ácido, al igual que el estómago del ser humano. 
El mismo bioensayo a pH neutro podría desestimar la cantidad de meal biodisponible para las 
células en el entorno ácido del estómago humano (Harms et al. 2006).
Como se esperaba, el coeficiente de inducción de la expresión de luciferasa en las 
muestras contaminadas en el laboratorio (Figura 68) es diferente al de los ensayos con solucio-
nes de Cd en tampón Tris-HCl (Figura 59). Al emplear muestras naturales multitud de factores 
pueden afectar a la respuesta del biosensor. En primer lugar se espera una disminución de la 
fracción biodisponible de metal debido a la presencia de materia orgánica y/o microorganis-
mos que puedan quelar el metal presente en el medio natural. Así, del Cd que añadimos a la 
muestra parte del mismo será quelado y no inducirá la expresión de luciferasa del biosensor. 
Ésta podría ser la razón de que las concentraciones 2,5-5 x0-7 M de Cd produzcan una menor 
inducción del gen reportero del biosensor en la muestra de agua natural que la que se obtiene 
cuando se utiliza el tampón Tris-HCl. 
Por otro lado, en la alícuota contaminada con ,5 µM de Cd parte del metal es también 
quelado, por lo que la muestra no es tan tóxica para el biosensor (en comparación con los 
ensayos de Cd en tampón Tris-HCl), y así el mejor estatus metabólico del biosensor le permite 
responder con mayores niveles de luciferasa que para la misma concentración de Cd en tam-
pón Tris-HCl (Figura 59). 
Otros factores que pueden afectar a la biodisponibilidad de los metales en las mues-
tras de aguas naturales son el efecto del pH de la muestra sobre el estado de especiación de 
los iones metálicos, y la presencia de otros iones que podrían provocar la precipitación de una 
fracción de la sal metálica que añadimos a la muestra (Hughes y Poole 99; Barkay et al. 997). 
Además, la presencia de iones metálicos esenciales en la muestra como el Ca2+, puede reducir 
la entrada de metales no esenciales (como Cd2+) a la célula, compitiendo directamente con los 
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sistemas de entrada de cationes metálicos, puesto que el Cd2+ puede entrar al interior celular a 
través de los canales de Ca2+ (Kiewiet y Ma 99; Swain et al. 2004). 
El análisis y la interpretación de la respuesta del biosensor en muestras naturales es 
mucho más compleja que en soluciones tamponadas realizadas en el laboratorio. Los mismos 
factores que hemos visto que pueden disminuir la respuesta del biosensor en la muestra, pue-
den en otros casos incrementarla. Por ejemplo, ya se ha comentado como la acidificación del 
pH puede aumentar la biodisponibilidad de los metales. Además, la presencia de nutrientes o 
vitaminas para la célula puede compensar de alguna forma el efecto tóxico del metal (Aruoja 
et al. 2004). Como igualmente se comentó, la producción de luminiscencia requiere una cierta 
inversión de energía por parte de la célula (ATP, etc.). Por lo tanto, si el biosensor celular goza de 
un mejor estatus metabólico en una determinada muestra puede que responda con mayores 
niveles de luminiscencia de lo usual. 
En general, las muestras de suelo son evidentemente más complejas que las de agua. 
El Cd se une con relativa facilidad a las partículas del suelo que presentan ligandos orgánicos, 
disminuyendo por tanto la biodisponibilidad del metal. Ésta podría ser la razón fundamental 
por la que ante la misma cantidad de Cd añadido en el laboratorio, en los ensayos ciegos rea-
lizados, las muestras de suelo producen un menor incremento en la expresión de luciferasa en 
el biosensor MTT5Luc que las muestras de agua (Figura 66). 
Distintas muestras de suelos naturales (Lago Ontario, Canadá; Parque del Buen Reti-
ro, Madrid; y Waipoua Forest, Nueva Zelanda, isla Norte) que por su procedencia geográfica 
presumiblemente podrían estar libres de contaminación por metales, no indujeron significa-
tivamente la expresión de luciferasa en el biosensor MTT5Luc, respecto a los niveles basales 
(biosensor incubado en tampón Tris-HCl). Demostrando así la fiabilidad de la respuesta del 
biosensor. La Reserva Natural Waipoua Forest es una de las mejores muestras de la selva neo-
zelandesa compuesta principalmente por el kauri (Agathis australis), un árbol endémico de la 
región. Es una zona protegida muy bien conservada por lo que no se espera contaminación 
por metales pesados. 
Sin embargo, la muestra correspondiente al Parque Natural Wai-O-Tapum Thermal Won-
derland (Nueva Zelanda, isla Norte) resultó letal para el biosensor. Con la finalidad de disminuir 
la toxicidad de la muestra se preparó una dilución /.000, que produjo un gran incremento 
de la expresión de luciferasa del biosensor MTT5Luc (Figura 67). Wai-O-Tapu (en maorí Agua 
Sagrada) es una zona activa geotermal situada en la zona volcánica de Taupo (Waikato, Nueva 
Zelanda). La muestra de tierra fue tomada en una zona cercana a una fumarola azufrada y por 
tanto con gran cantidad de sulfuros metálicos de origen natural. Los manantiales geotermales 
(por ejemplo Champagne Pool) de la zona y sus alrededores son ricos en As, Sb, Au, Ag, H
2
S, CO
2
 
y otros metales como Cr, Li y Na (Pope et al. 2004). Por todo ello es lógico que esta muestra 
presente un alto contenido en metales de origen natural, que induce la expresión de luciferasa 
del biosensor. 
Otras muestras con contaminación por metales (conocida a priori) también indujeron 
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la respuesta del biosensor, como las correspondientes a dos suelos agrícolas de la zona de 
Aznalcóllar (Sevilla), recogidas tras el vertido de metales que tuvo lugar en abril de 998. Las 
muestras fueron tomadas tras el accidente ecológico, y a juzgar por la respuesta del biosensor 
las muestras continúan presentando metales en forma biodisponible once años más tarde, 
lo que refleja la gran persistencia de los metales pesados (Hill 2004) y la gravedad de aquel 
desastre ecológico.
Para evaluar la presencia de metales biodisponibles en todas las muestras de suelo 
analizadas, los biosensores fueron expuestos a una suspensión acuosa (H
2
O milliQ) de la mues-
tra. De este modo, la inducción de expresión en el biosensor reflejó la potencial transferencia 
del metal del suelo a la fase acuosa. Varios trabajos han demostrado que sólo un bajo por-
centaje (<%) es extraíble por agua (Kahru et al. 2005; Bondarenko et al. 2008), por lo que los 
extractos no son tóxicos para el biosensor. Otros autores realizan también una extracción con 
ácido acético (Kahru et al. 2005) que tiene mayor capacidad de extraer los iones metálicos. A 
pesar de esta limitación, el biosensor MTT5Luc puede detectar concentraciones de metal bio-
disponible no tóxicas en todas las muestras de suelo analizadas. 
Para comparar la sensibilidad de los biosensores con los métodos tradicionales se ana-
lizaron también ocho muestras de suelo contaminadas por metales (Figura 68), cuyo conteni-
do total de metales había sido previamente determinado por la metodología analítica que es-
tablece la Directiva Europea 86/278 (European Council 986). El contenido total de cada metal 
de las ocho muestras estaba dentro de los máximos niveles permitidos por la Directiva de la 
Unión Europea. Sin embargo, todas las muestras excepto una (el sedimento de una laguna de 
Madrid) produjeron un incremento significativo de la luminiscencia en el biosensor MTT5Luc 
por encima de los niveles basales (Figura 68). Esto significa que todas las muestras analizadas 
excepto una contenían metales en forma biodisponible, lo cual es potencialmente tóxico para 
los seres vivos. 
En el sedimento de la laguna de Madrid sólo se había analizado la existencia de Pb. 
En el supuesto de que todo el Pb se encontrase en forma biodisponible, los biosensores ha-
brían sido expuestos a una concentración de Pb de aproximadamente ,2 x 0-5 M (Tabla 
A3, Anexo), que según la respuesta de los biosensores en tampón Tris-HCl (apartado C.2.2 de 
R), produciría una inducción de la luminiscencia de MTT5Luc aproximadamente 50 veces los 
niveles basales. Como se ha discutido anteriormente, la respuesta de un biosensor es presumi-
blemente diferente en una muestra natural respecto a la observada en una solución hecha en 
el laboratorio, debido a la multitud de factores que pueden afectar tanto a la biodisponibilidad 
del metal como a la respuesta del biosensor (Van der Meer et al. 2004). Puesto que la luminis-
cencia de MTTLuc y MTT5Luc obtenida es similar a los niveles basales, en la muestra no debe 
existir ningún tóxico que inhiba la expresión de luciferasa por el biosensor. Por lo tanto, lo más 
probable es que el Pb presente en el sedimento de la laguna se encuentre en forma no biodis-
ponible, y por ello incapaz de atravesar la membrana citoplasmática de T. thermophila e inducir 
la apertura del promotor Cd-MT. 
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La legislación medioambiental generalmente determina cuáles son las máximas con-
centraciones de metales aceptables en el medio, pero considera a los metales de forma indi-
vidualizada, sin tener en cuenta los tipos de interacción que se pueden establecer entre los 
distintos metales de una mezcla (Preston et al. 2000). Lo más frecuente es que los metales 
estén presentes en mezclas (Walker et al. 2006), como se puede comprobar también a la vista 
del análisis físico-químico de muestras contaminadas (Figura 68, B). 
La toxicidad de las mezclas metálicas se ha hecho especialmente importante en las 
últimas décadas debido al alarmante incremento de la concentración de metales pesados en 
suelos, como resultado de la aplicación, con fines agrícolas, de los lodos obtenidos en la de-
puración de aguas residuales (McGrath 993; McGrath et al. 999). De hecho, la muestra co-
rrespondiente al lodo procedente de una EDAR es la que mayor contenido total de metales 
presentaba, y la que por tanto provocó el mayor incremento de la expresión de luciferasa en 
el biosensor MTT5Luc (muestra 4, Figura 68). El incremento de las concentraciones de metales 
en suelo por este motivo ha resultado en el establecimiento de los niveles máximos permiti-
dos en lodos, con fines agrícolas, por la Unión Europea (European Council 986). Sin embargo, 
la legislación actual es insuficiente al pasar por alto la importancia de las interacciones entre 
metales en el suelo, y diversos especialistas reclaman la necesidad de una nueva regulación 
(Wallace y Wallace 994; Preston et al. 2000). 
En las muestras analizadas deben existir varios tipos de interacción entre los distintos 
metales que contiene, puesto que los coeficientes de inducción de la expresión de luciferasa 
de los biosensores son distintos a los esperados según las concentraciones de los distintos 
metales presentes. No discutiremos aquí qué tipos de interacción se podrían dar, ya que la 
situación es realmente compleja, al estar presentes hasta siete metales distintos. Como ya se 
indicó en el apartado C2.2 de R, el tipo de interacción entre dos metales y su efecto sobre la 
respuesta del biosensor celular depende del tipo de metal y de la concentración de cada uno 
de ellos, como también se ha observado para otros biosensores celulares (Preston et al. 2000). 
Además, en distintos bioensayos de toxicidad de metales se ha detectado la existencia de los 
tres tipos posibles de interacción entre metales, dependiendo de cada metal y su concentra-
ción, tanto en el ciliado T. thermophila (Gallego et al. 2007) como en organismos pluricelulares 
(Fargasova 200; An et al. 2004).
En la muestra 8 (suelo del Oeste de la Península Ibérica) sólo se había determinado el 
contenido total de Cd (Figura 68, B), y junto a la muestra 7 presenta los menores niveles de Cd. 
La concentración teórica de Cd presente en la alícuota de la muestra a la que fueron expuestos 
los biosensores es de 4,64 nM de Cd (Tabla A3, Anexo), concentración que está por debajo del 
límite de detección para ambos biosensores MTTLuc y MTT5Luc. Por lo tanto, la luminiscen-
cia de los biosensores debería ser similar a la basal, o algo mayor en el caso de MTT5Luc. Sin 
embargo, esta muestra produjo un gran incremento en la luminiscencia en ambos biosensores 
MTTLuc (2 veces la expresión basal) y MTT5Luc (34 veces). Esta respuesta de los biosensores 
denuncia la existencia de otros metales pesados en la muestra, que son responsables del mayor 
Discusión
94
nivel de inducción de la expresión de luciferasa respecto a la esperada para esa concentración 
de Cd. Además, el pH ácido de este suelo pude contribuir a que la mayor parte de los metales 
que contenga se encuentren en forma biodisponible, puesto que a pH ácido los metales se 
encuentran como especies iónicas libres (Rensing y Maier 2003). Esto también sería aplicable 
a la muestra 7, que a pesar de que es la que menores niveles de Cd presenta, es una de las tres 
muestras analizadas que induce la expresión de luciferasa en MTTLuc (Figura 68, B). 
C.6Losbiosensorescelularescomosistemascomplementariosalametologíatradicio-
naldeevaluacióndelacontaminaciónambientalpormetales
Como hemos comprobado, los biosensores celulares desarrollados en este trabajo re-
presentan un método sencillo y eficaz para detectar distintos metales pesados en muestras 
naturales de suelo y agua, incluso a concentraciones inferiores a los máximos niveles estable-
cidos por la legislación ambiental (Tabla 39). Sin embargo, al igual que otros biosensores cono-
cidos, algunas de sus características/parámetros necesitan ser optimizados para su completa 
validación como sistemas de detección de contaminación por metales pesados. 
A pesar de las limitaciones que presentan estos biosensores celulares, al igual que la 
mayoría de los biosensores actuales, existen un gran número de razones que les aseguran un 
futuro prometedor en el campo de la evaluación de la contaminación ambiental. De hecho, 
algunos han sido ya estandarizados y comercializados bajo distintos nombres (BIOMET®, Cor-
bisier et al. 999). Sin embargo, aunque son utilizados en varios laboratorios europeos, aún no 
han sido reconocidos por ninguna autoridad legisladora como metodología oficial de cuan-
tificación de biodisponibilidad (Magrisso et al. 2008). Tampoco aparecen en el reciente Fra-
mework for Metal Risk Assessment (Fairbrother et al. 2007) publicado por la Agencia de Protec-
ción Ambiental estadounidense (US EPA).
Las cepas MTTLuc y MTT5Luc pueden detectar un amplio rango de metales, con un 
gran nivel de sensibilidad para muchos de ellos. Además, como hemos demostrado son rápidos 
y sencillos de utilizar, y sobre todo muy económicos. La legislación establece que los niveles de 
Sensibilidad biosensores  (M) Metal Concentración de metal (M) máxima permitida 
Directiva CEE  MTT1Luc MTT5Luc 
Cd 8,9x10-6 a 2,7x10-5 5-25 x 10-9 25 x 10-9
Cu 7,9x10-4 a 2,2x10-3 2,5 x 10-6 1,5 x 10-6
Ni 5x10-4 a 1,3x10-3 ¿? ¿? 
Pb 2,4x10-4 a 1,5x10-3 0,5 x 10-6 50 x 10-9
Zn 2,29x10-3 a 4,6x10-3 0,5 x 10-6 1,5 x 10-6
Hg 5x10-6 a 7,5x10-6 25 x 10-9 25 x 10-9
As (no se especifica) 50 x 10-9 25 x 10-9
Tabla39. Comparación del grado de sensiblidad (concentración mínima de metal para la que se induce 
el sistema reportero) en la detección de distintos metales pesados que presentan los dos biosensores 
MTTLuc y MTT5Luc, respecto a los valores límite de concentración de metales pesados presentes en 
suelos que establece la Directiva Europea 86/278/CEE. ¿?: No se ha determinado.
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metales en agua tienen que ser determinados por métodos físico-químicos (ICP-MS, ICP-AES 
GHAA, GFAA, ASV). El coste de cada muestra analizada por estas metodologías es de aproxima-
damente 0-50 $ (Roberto et al. 2002). Además el coste de los aparatos es de 30.000-200.000 $ 
por instrumento, dependiendo de la técnica (Roberto et al. 2002). En cambio, la determinación 
empleando biosensores celulares es significativamente mucho más económica. Por ejemplo, 
aplicando las cepas MTTLuc o MTT5Luc, el coste aproximado para nuestro laboratorio fue de 
0,8 €/muestra. La muestra prácticamente no necesita ser procesada, y el coste del luminóme-
tro necesario para la lectura de bioluminiscencia no supera los .500 €.  
 La detección de metales biodisponibles en muestras naturales mediante biosenso-
res celulares, no tiene por qué reemplazar las metodologías analíticas tradicionales, sino que 
puede complementarlas, puesto que los biosensores son capaces de diferenciar la fracción 
biodisponible del contenido total de metales de la muestra. Tal información es crucial para 
determinar el riesgo (de toxicidad) potencial o real, y posteriormente la elección del método 
de bioremediación más adecuado (Liao et al. 2006). 
El verdadero valor de los biosensores celulares no es su aplicación ambiental en soli-
tario (sustituyendo a los métodos físico-químicos), sino en combinación con un tipo de análi-
sis determinado (Harkins et al. 2004). Según nuestra opinión, más importante que lograr una 
altísima sensibilidad/especificidad es conseguir que el biosensor pueda ser aplicado directa-
mente a la muestra natural. El biosensor celular podría ser utilizado como un “primer filtro” de 
detección de metales, estableciendo áreas de atención (tratamiento/evaluación) prioritaria o 
descartándolas. Así, el biosensor reduciría enormemente el coste global del análisis cuando se 
tienen que analizar un gran número de muestras. Con relación a esto, otra importante aplica-
ción de los biosensores celulares podría ser el seguimiento de la evolución de un determinado 
proceso de biorremedio en curso. 
Además, comparando la medida obtenida del biosensor con la del contenido total de 
metales (análisis químico) se podría determinar si tras un cambio ambiental (disminución del 
pH, etc.), se ha incrementado la fracción biodisponible de los metales presentes en la muestra. 
Una limitación respecto a este punto, es la incapacidad del biosensor de distinguir entre varios 
metales, aunque esto se podría compensar utilizando distintos biosensores en paralelo con 
distintas especificidades.
C.7ValidacióndelascepasMTT1LucyMTT5Luccomobiosensorescelularesparalade-
teccióndemetales.Etapasconcluidasyaspectospormejorar
Más allá de las ventajas de los biosensores sobre los métodos físico-químicos (aparta-
do C.5 de I), si se quiere conseguir su comercialización y aceptación por las autoridades legis-
ladoras, se tiene que conseguir que esta nueva metodología de evaluación de contaminación 
ambiental sea comparable a las metodologías tradicionales en términos de sensibilidad, fiabi-
lidad, selectividad, reproducibilidad, etc.
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La validación de cualquier biosensor conlleva un laborioso trabajo con multitud de 
análisis encaminados a detectar y corregir las “debilidades” del biosensor, de modo que se 
consiga optimizar y estandarizar la respuesta. Aunque hay varios procedimientos establecidos 
para la validación de métodos cuantitativos, no los hay para la validación de los cualitativos 
(como es el caso que aquí se presenta). Por ello algunos autores (Thevenot et al. 200) han pro-
puesto que la validación de los biosensores se realice en base a distintos parámetros analíticos. 
Los más importantes son la especificidad, sensibilidad, reproducibilidad, estabilidad, mante-
nimiento, la necesidad de un procesamiento previo de las muestras y su aplicación directa 
a muestras naturales (Rodríguez-Mozaz et al. 2006). Muchos de ellos han sido analizados en 
este trabajo de investigación, y representan excelentes argumentos para utilizar Tetrahymena 
como biosensor celular de metales pesados. 
En general, la sensibilidad de los biosensores MTTLuc y MTT5Luc es bastante alta, 
siendo capaces de detectar distintos metales de relevancia ecotoxicológica a concentracio-
nes del orden de µM-nM. Aunque algunos biosensores procariotas son capaces de detectar 
concentraciones inferiores, las cepas MTTLuc y MTT5Luc se encuentran entre los cinco bio-
sensores celulares descritos más sensibles para muchos metales. Además, son los biosensores 
celulares eucariotas capaces de detectar las menores concentraciones de metales pesados 
(Tabla 38), muy por debajo incluso de los máximos niveles permitidos por la legislación am-
biental (European Council 986).
Una vez dentro de la célula el metal interaccionará con la proteína/s reguladora/s (ac-
tualmente desconocida/s en Tetrahymena) que activará/n la expresión de luciferasa vía el pro-
motor de MTT1 o MTT5. Sin embargo, en el citoplasma parte del metal puede ser inmovilizado 
o quelado por diferentes moléculas, tales como el GSH o las apoMTs preexistentes (dado su 
expresión constitutiva) o expulsado al exterior (dado el gran número de genes que codifican 
bombas para iones metálicos presentes en el genoma de T. thermophila, apartado A.5. de I), 
antes de que interaccione con la/s proteína/s reguladora/s que abrirá/n el promotor MT del 
biosensor. Aunque esto aún no ha sido analizado, parece lógico pensar que la actuación de los 
mecanismos celulares de detoxificación del metal (probablemente expulsión y bioacumula-
ción en Tetrahymena) compitan en cierto modo con la inducción de la respuesta del biosensor, 
disminuyendo su sensibilidad o incrementando la concentración de metal mínima detectable. 
Por tanto, y si estas consideraciones son correctas, la sensibilidad del biosensor se podría in-
crementar aumentando la permeabilidad celular a metales, por ejemplo potenciando la ex-
presión de los transportadores de membrana utilizados por los iones metálicos para entrar 
en la célula. O también, como ya se ha realizado en otros sistemas, se podría actuar a nivel de 
los mecanismos de detoxificación celular. Por ejemplo, se ha comprobado que los biosensores 
procariotas para Hg2+ basados en la proteína reguladora MerR, detectan concentraciones de 
Hg 20 veces menores que cuando no expresan además la reductasa MerA (que convierte Hg2+ 
en Hg0 que es volátil) (Rodríguez-Mozaz et al. 2006). 
El conocimiento de las bases moleculares de los mecanismos de adquisición y detoxi-
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ficación de metales presentes en Tetrahymena, sin duda proporcionará nuevas bases de actua-
ción para la mejora de los futuros biosensores celulares de metales basados en este ciliado. Si 
finalmente conseguimos identificar la/s proteína/s que interaccionan con el motivo MTCM de 
los promotores MTT1 y MTT5, ésta podría ser una importante diana de actuación para optimi-
zar la respuesta de los biosensores. 
Puesto que la expresión de MTs en Tetrahymena es inducida por una gran variedad 
de agentes estresantes ambientales, es lógico pensar que la respuesta del biosensor pueda 
ser inducida igualmente por diversos agentes estresantes ambientales. De momento, y en las 
condiciones experimentales establecidas, parece que responden únicamente a la presencia 
de un amplio espectro de metales pesados. No obstante, el hecho de que las cepas MTTLuc 
y MTT5Luc no sean específicas para un solo metal no tiene por qué ser una desventaja. Dado 
que lo más frecuente es que los vertidos de metales comprendan más de un metal (Fairbrother 
et al. 2007), parece más importante saber cómo de tóxica es la muestra que determinar espe-
cíficamente qué metales contiene. 
Estos biosensores podrían utilizarse como un sistema de análisis para la detección de 
metales biodisponibles en una muestra. Se puede combinar además la capacidad de Tetrahy-
mena como biosensor de metales con su utilidad como microorganismo bioindicador de toxi-
cidad demostrada por distintos investigadores (Nilsson 989; Dayeh et al. 2005; Gallego et al. 
2007). Tetrahymena como protozoo ciliado representa además uno de los primeros niveles de 
la cadena trófica, por lo que es interesante como sistema de alerta temprana de contamina-
ción. Y esto, en el caso de los metales es especialmente importante, puesto que como se ha 
demostrado estos contaminantes inorgánicos pueden sufrir un proceso de bioacumulación 
durante la cadena trófica (Kong et al. 995; Chang et al. 996; Seebabaugh et al. 2005).
Pese a la existencia de cierta variabilidad en el nivel de inducción, el patrón de la res-
puesta de los biosensores es siempre el mismo, y su reproducibilidad ha quedado demostrada 
mediante los experimentos de ensayo ciego. Los posibles falsos negativos son fácilmente iden-
tificables gracias al cierto nivel de expresión basal del promotor MT que regula la expresión del 
gen luciferasa, como ya se comentó anteriormente. También se ha propuesto un sistema para 
evitar falsos positivos, mediante la adición a la muestra de agentes quelantes de metales. 
La estabilidad de las dos cepas (MTTLuc y MTT5Luc) es otro de los parámetros to-
talmente optimizados. Muchas de las construcciones empleadas en biosensores procariotas 
han sido introducidas en la célula dentro de un plásmido en alto número de copias (Rensing y 
Maier 2003; van der Meer et al. 2004), por lo que son menos aconsejables para estudios a largo 
plazo. La disminución del número de copias e incluso la pérdida de las construcciones afecta-
rán evidentemente a la respuesta de los biosensores variando su sensibilidad. Por el contrario, 
las cepas MTTLuc y MTT5Luc representan dos líneas recombinantes clonales estables, cuya 
construcción reportera ha sido integrada en el locus macronuclear btu1-1, por lo que se man-
tienen de forma indefinida.
Otros aspectos ya optimizados son el fácil mantenimiento de los biosensores y el rápi-
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do tiempo de respuesta (< 2 h). Varios investigadores han mostrado que la expresión de MTs 
de Tetrahymena se induce muy rápidamente, tras la exposición de la célula a metales, incluso a 
los 30 minutos (Dondero et al. 2004). Según nuestros análisis, el tiempo óptimo de exposición 
a la muestra para lograr los mejores límites de detección de metales es de 2 horas. La mayoría 
de los bioensayos en los que se emplean biosensores celulares son rápidos, con tiempos de 
exposición al metal e inducción de la respuesta entre 30-80 minutos, aunque también hay 
algunos biosensores que requieren tiempos más prolongados (Scott et al. 997; Tibazarwa et 
al. 200; Tom-Petersen et al. 200; Hakkila et al. 2002) (Tablas 37 y 38).
Además de ser los biosensores eucariotas capaces de detectar las concentraciones de 
metales más bajas, T. thermophila necesita los menores tiempos de exposición a la muestra (2 
h), al igual que los biosensores celulares construidos con levaduras. Por el contrario, las cepas 
de C. elegans necesitan tiempos de inducción superiores (7-24 horas) y aún así su sensibilidad 
de detección es menor que la de T. thermophila y levaduras (S. cerevisiae y H. polymorpha). Sólo 
la cepa de C. elegans transgénica construida por Cioci et al. (2000) detecta menores concentra-
ciones de Cd y Hg que las dos de levaduras y la cepa GFPMTT5 de T. thermophila, pero necesita 
un tiempo de exposición a la muestra de 24 horas. En cualquier caso, esta cepa no es capaz de 
detectar menores concentraciones de metales que los biosensores MTTLuc y MTT5Luc para 
ninguno de los metales analizados (Tabla 38). 
A lo largo de esta última sección de la tesis doctoral hemos mostrado que las cepas 
MTTLuc o MTT5Luc de T. thermophila se pueden utilizar en muestras naturales, tanto de ori-
gen terrestre como acuático. No se requiere un procesamiento previo complejo de las muestras, 
basta con una etapa de centrifugación y filtración. El sustrato D-luciferina penetra fácilmente 
en la célula sin necesidad de que ésta tenga que ser permeabilizada previamente, al contrario 
que en otros biosensores eucariotas (S. cerevisiae, H. polymorpha, C. elegans). No obstante, aún 
queda trabajo por hacer para una completa validación y estandarización de estos biosensores 
celulares. En una próxima fase habría que aplicar el biosensor a una mayor variedad de mues-
tras naturales con contaminación conocida por metales, y sin contaminación. Los biosensores 
deberían ser ensayados además con soluciones certificadas de referencia, y por distintos la-
boratorios. Todo ello con la intención de la estandarización y validación de estos biosensores 
celulares por procedimientos internacionalmente reconocidos (ISO, AOAC, etc.). 
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Conclusiones
A.SobrelasmetalotioneínasdeTetrahymena
. Las metalotioneínas de Tetrahymena se pueden dividir en dos subfamilias, 7a (Cd-
MTs) y 7b (Cu-MTs), distinguibles principalmente por las características estructurales de sus 
secuencias aminoacídicas y el grado de inducción de los genes que las codifican por Cd o Cu. 
El análisis filogenético de las once MTs descritas en Tetrahymena corrobora su clasificación en 
estas dos subfamilias.
2. Las Cd-MTs (subfamilia 7a) de Tetrahymena comparten una marcada estructura mo-
dular que podría haber contribuido al inusual tamaño de estas MTs, superior respecto a las MTs 
del resto de organismos. La estructura modular ha inspirado la elaboración de un posible mo-
delo de la historia evolutiva de estas Cd-MTs, basado extensamente en duplicaciones génicas.
3. La expresión de los genes MT de T. thermophila y T. rostrata se induce significativa-
mente tanto en presencia de metales como de otros agentes estresantes (pH ácido, alta tem-
peratura, estrés oxidativo e inanción), lo que confirma el carácter multiestrés de las MTs de 
Tetrahymena, como sucede también en otros organismos. 
4. Las tres isoformas génicas de Cd-MTs de T. thermophila (MTT1, MTT3 y MTT5) presen-
tan patrones de inducción y niveles de expresión diferentes. En general e independientemen-
te del agente inductor utilizado, el orden en los niveles de expresión es TtheMTT5 >> TtheMTT1 
> TtheMTT3, siendo TtheMTT5 el gen más inducible de los tres y el que responde a un mayor 
número de condiciones diferentes de estrés. La fuerza del promotor del gen TtheMTT5 es con-
siderablemente superior a la de TtheMTT1, lo que ha quedado demostrado mediante distintas 
metodologías (RT-PCR cuantitativa o ensayos de actividad luciferasa). 
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5. El dominio conservado MTCM presente (en varias copias) en los promotores de los 
genes Cd-MTs de T. thermophila (P
MTT5
:3 copias >> P
MTT1
:6 copias > P
MTT3
:2 copias), interacciona 
con una o varias proteínas presentes en extractos macronucleares de este ciliado. Diversos he-
chos experimentales junto con el análisis bioinformático, avalan la implicación de este motivo 
en la regulación de la expresión de los genes de Cd-MTs de Tetrahymena. 
6. La existencia de varias moléculas de ADNc del gen TtheMTT5, aisladas de distintas 
genotecas de expresión, que mantienen o han eliminado el intrón de 63 pb localizado en la 
región 3’UTR, podría significar el primer caso de procesamiento alternativo de intrones en T. 
thermophila. Dado que el intrón incluye en su secuencia dos señales putativas de degradación 
de ARNm y secuencias invertidas complementarias que in silico pueden formar horquillas, se 
podría pensar que el significado biológico de tal procesamiento alternativo probablemente 
sea regular la localización intracelular o la vida media de los transcritos TtheMTT5.
7. Atendiendo a los resultados obtenidos relacionados con la localización intracelular 
de los complejos metal-MTs, podemos concluir que en T. thermophila  los complejos Cd-MT 
no se acumulan en vacuolas, o al menos no en las condiciones experimentales ensayadas, a 
diferencia de lo que ocurre en otros ciliados. Estos resultados coinciden con el hecho de que 
las proteínas de fusión GFP::MTT y GFP::MTT5 se localicen por todo el citoplasma de la célula, 
incluso tras 24 horas de exposición a Cd.
B.SobrelapseudofitoquelatínsintasadeTetrahymenathermophila
8. El gen TtYPCS de T. thermophila  y su proteína inferida presentan características simi-
lares a las típicas fitoquelatín sintasas de otros organismos, y su expresión se induce tras una 
exposición corta a Cd. Sin embargo, no se ha detectado la presencia de fitoquelatinas en los 
extractos celulares mediante diversos métodos. Por el contrario, la detección de derivados de 
GSH (Gys-Gly y gGlu-Cys) en extractos celulares expuestos a Cd, sugiere que la enzima TtYPCS 
podría estar implicada en el catabolismo del GSH en lugar de la biosíntesis de fitoquelatinas. 
9. Tanto la falta de capacidad biosintética de fitoquelatinas por la enzima TtYPCS,  jun-
to con su posición  en el árbol filogenético de las fitoquelatín sintasas, sugiere que las pseu-
dofitoquelatín sintasas de ciliados (TtYPCS y probablemente PtPCS) podrían representar una 
forma intermedia entre las fitoquelatín sintasas primitivas de procariotas y las de eucariotas 
superiores.
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C.SobrelascepasrecombinantesdeT.thermophilacomobiosensores
celularesparaladeteccióndemetalespesados
0. Las cepas MTTLuc y MTT5Luc constituyen biosensores celulares más eficaces para 
la detección de metales pesados que las cepas GFPMTT y GFPMTT5, las cuales también po-
drían ser utilizadas como biosensores celulares.  El elevado nivel de sensibilidad en la detec-
ción de metales pesados  biodisponibles,  convierte a las cepas MTTLuc y MTT5Luc en los 
biosensores celulares eucariotas capaces de detectar las menores concentraciones de metales 
pesados no esenciales, y los sitúan entre los cinco biosensores celulares (procariotas o euca-
riotas) descritos actualmente con mayor sensibilidad para diversos metales de relevancia en 
contaminación ambiental.
. Los promotores P
MTT1
 o P
MTT5
 de las construcciones reporteras (P
MTT1
::lucFF y P
MTT5
::
lucFF) integradas en el locus btu1-1, se comportan de forma similar a los P
MTT1
 y P
MTT5
 situados 
en los loci macronucleares mtt1 y mtt5  respectivamente, por lo que la expresión de las cons-
trucciones reporteras en estas cepas puede ser utilizada para evaluar la presencia de metales 
pesados. 
2. La utilidad de los biosensores MTTLuc y MTT5Luc ha quedado demostrada me-
diante su aplicación sobre muestras naturales de distinta naturaleza y origen (acuático o 
terrestre). A pesar de la existencia de cierta variabilidad intrínseca, la reproducibilidad de la 
respuesta ha sido puesta de manifiesto mediante los experimentos de ensayo ciego, e igual-
mente,  los posibles resultados falsos negativos pueden ser fácilmente identificables gracias a 
la existencia de cierto nivel de expresión basal de la construcción reportera. Aunque el proceso 
de validación aún no ha sido completamente finalizado, la gran variedad de aspectos que han 
sido ya analizados y optimizados en los biosensores MTTLuc y MTT5Luc, hacen que podamos 
concluir que estas cepas recombinantes obtenidas de T. thermophila  puedan ser consideradas 
como excelentes biosensores celulares para la detección de metales pesados biodisponibles 
en muestras naturales contaminadas.
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Denominación 
en este trabajo 
Gen/
Proteína 
Especie Número de Acceso 
AtPCS1 AtPCS1 Arabidopsis. thaliana AD41794 
AF085230 
AtPCS2 AtPCS2 Arabidopsis. thaliana Q9ZWB7 
ATU1 ATU1 Tetrahymena thermophila AAA211350 
AvPCS AvPCS Anabaena variabilis ABA22569 
BjPCS BjPCS Brassica juncea CAC37692 
BtauCREB1 CREB1 Bos taurus P27925 
BxPCS BxPCS Burkholderia xenovorans ABE34681 
CePCS CePCS Caenorhabitis elgans AAK62991
AAK62992
CeleFOS FOS1 Caenorhabditis elegans NP_00103348 
CsapCUMT2 MT2 Callinectes sapidus AAF08966 
CvirMT4 MT4 Crassostrea virginica CAK22381 
DdPCS DdPCS Dictyostelium discoideum DDB0219651 
DmelCREB-A CREBA Drosophila melanogaster AAA28427 
EfetMT MT Eisenia foetida ABC48927 
GmPCS GmPCS Glycine max AAL78384 
HsapFOS FOS Homo sapiens CAG47063 
HsapMT1B MT-1B Homo sapiens P07438 
MmusJUN-B JUNB Mus musculus NP_032442 
NoceMT Mt Nitrosococcus oceani YP_344861 
NsPCS NsPCS Nostoc sp. BAD10973.1 
PentMT MT Pseudomonas entomophila YP_608349 
PtPCS PtPCS Paramecium tetraurelia XP001447068
RnorATF3 ATF3 Rattus norvegicus NP_037044 
SpPCS SpPCS Schizosaccharomyces pombe SPAC3H1 
CAA92263 
StPCS StPCS Solanum tuberosum CAD68110 
TaPCS TaPCS Triticum aestivum AAD50592 
TpigMT-1 MT-1 Tetrahymena pigmentosa EU420056 
TpigMT-2 MT-2 Tetrahymena pigmentosa AF479586 
TpyrMT-1 MT-1 Tetrahymena pyriformis AJ005080 
TpyrMT-2 MT-2 Tetrahymena pyriformis AY765220 
TrosMTT1 MTT1 Tetrahymena thermophila EU627174 
TrosMTT2 MTT2 Tetrahymena thermophila EU627175 
TthebZIP1 TthebZIP1 Tetrahymena thermophila CH670384.2 
TthebZIP2 TthebZIP2 Tetrahymena thermophila CH445546.1 
TthebZIP3 TthebZIP3 Tetrahymena thermophila CH670348.2 
TthebZIP4 TthebZIP4 Tetrahymena thermophila CH555555.2 
TtheMTT1 MTT1 Tetrahymena thermophila EU627174 
TtheMTT2 MTT2 Tetrahymena thermophila AY204351 
TtheMTT3 MTT3 Tetrahymena thermophila EF195744 
TtheMTT4 MTT4 Tetrahymena thermophila AY660008 
TtheMTT5 MTT5 Tetrahymena thermophila DQ517936 
TtroMTT1 MTT1 Tetrahymena tropicalis EF185997 
Tt?PCS Tt?PCS Tetrahymena thermophila DQ082725 
YlipMT MT2 Yarrowia lipolytica P41928 
ZmMT2 MT2 Zea mays P43401 
TablaA1. Número de acceso de la secuencia de los genes citados en este trabajo.  En negrita 
se indican las secuencias introducidas en el banco de genes del NCBI derivadas de este traba-
jo de Tesis Doctoral u obtenidas por nuestro grupo de trabajo. 
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Anexo
Anexo 2. Artículos publicados 
A continuación se incluyen las referencias de y enlace web de los artículos científicos 
en los que han sido publicados gran parte de los resultados del presente trabajo de Tesis Doc-
toral. El factor de impacto de cada revista científica se indica en la siguiente Tabla A4.
1. Gutiérrez, J. C., Amaro, F. y Martín-González, A. 2009. From heavy 
metal-binders to biosensors: ciliate metallothioneins discussed. Bioessays 31(7): 805-16 
(doi:10.1002/bies.200900011)
         
          http://www3.interscience.wiley.com/journal/122421504/abstract?CRETRY=1&SRETRY=0
2. Amaro, F., Ruotolo R., Martín-González, A., Faccini, A., Ottonello, S. y Gutiérrez, J.C. 2009. 
A pseudo-phytochelatin synthase in the ciliated protozoan Tetrahymena thermophila. Comp. 
Biochem Physiol C Toxicol Pharmacol. 149(4): 598-604 (doi:10.1016/j.cbpc.2009.01.002)
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6W89-4VBMNGT-1&_
user=10&_coverDate=05%2F31%2F2009&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_sort=d&_
docanchor=&view=c&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=3f
d5056ba95fd14dccc485553e2b3098
3. Amaro F, de Lucas M. P., Martín-González A. y Gutiérrez J. C. 2008. Two new members 
of the Tetrahymena multi-stress-inducible metallothionein family: characterization and expre-
ssion analysis of T. rostrata Cd/Cu metallothionein genes. Gene. 423(1): 85-91 (doi: 10.1016/
j.gene.2008.07.002)
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T39-4SYTC7S-2&_
user=10&_coverDate=10%2F15%2F2008&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_sort=d&_
docanchor=&view=c&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=e9
faea0949651fc3ab1c736c13c567d0
4. Díaz S., Amaro F., Rico D., Campos V., Benítez L, Martín-González A., Hamilton E., 
Orias E. y Gutiérrez JC. 2007. Tetrahymena Metallothioneins fall into two discrete subfamilies. 
PLos ONE 2(3):e291. doi:10.371/journal.pone.0000291. 
http://www.plosone.org/article/info:doi/10.1371/journal.pone.0000291
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Revista Factor de impacto
(ISI) JRC (2008) 
PLoS ONE Aún sin factor de impacto oficial 
Gene 2,871 
Comparative Biochemistry and Physiology, Part C 2,530 
BioEssays 5,316 
Tabla A4. Factor de impacto según el Institute for Scientific Information (ISI) en 2008.
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Anexo 3. Patentes 
La Oficina Española de Patentes y Marcas (Ministerio de Industria, Turismo y Comercio) 
ha admitido a trámite las siguientes solicitudes de patentes:
Nº de solicitud: P200901622 para la construcción reportera pMTT1LucFF (base de la 
obtención del biosensor MTT1Luc)
Nº de solicitud: P200901621 para la construcción reportera pMTT5LucFF (base de la 
obtención del biosensor MTT5Luc)

